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RhoA                                           Ras homolog gene family, member A 
 
SDS                                              Sodium Dodecyl Sulfate 
 
SERPIN                                        SERin Protease Inhibitor 
 
Src                                               v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog 
 
suPAR    uPAR sous forme soluble 
SVF                                              Sérum de Veau Fœtal 
 
TAM    Tumor-Associated Macrophage 
TGF- β                                         Transforming Growth Factor- βéta  
 
Tris                                              Tris (hydroxyméthyl)-amino-méthane 
 
TRITC                                          TetramethylRhodamine B IsoThioCyanate 
 
uPA                                             Urokinase Plasminogen Activator 
 
uPAR                                           Urokinase Plasminogen Activator Receptor 
 
Vn                                                Vitronectin 
 
WAVE-2                                      Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 2 
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RESUME 
 
La progression tumorale peut être considérée comme le résultat d’un dialogue 
dynamique entre les cellules tumorales et le microenvironnement. Une meilleure 
connaissance de ces interactions est donc primordiale pour mieux cerner le comportement 
des cellules tumorales et participer à la définition de nouvelles cibles thérapeutiques. Notre 
travail a consisté à « décortiquer » les interactions entre deux éléments du 
microenvironnement décrits comme ayant des effets contradictoires ; l’Inhibiteur de 
l’Activateur du Plasminogène de type 1 (PAI-1) connu pour favoriser le comportement 
amiboïde de cellules cancéreuses, et l’Acide Hyaluronique (HA) connu pour en favoriser le 
comportement mésenchymateux. HA, qui peut se fixer à la membrane cellulaire, soit par 
CD44, soit par RHAMM, est retrouvé, comme PAI-1, en abondance autour des tumeurs les 
plus invasives et constitue, cliniquement, un facteur indépendant de mauvais pronostic. En 
utilisant une lignée de cellules épithéliales issues de cancer du sein, les MDA-MB-231, nous 
avons observé qu’un microenvironnement enrichi en HA n’induit pas, dans nos conditions 
expérimentales, d’effet visible sur le comportement cellulaire. En revanche, un 
microenvironnement enrichi en PAI-1 matriciel est capable d’entretenir la morphologie 
amiboïde des cellules MDA-MB-231. De façon surprenante, lorsque les cellules se retrouvent 
dans un environnement mixte PAI-1/HA, le comportement des MDA n’est semblable à l’effet 
d’aucun des éléments seuls et varie avec le temps de contact. A temps court de contact, soit 
une heure, HA amplifie l’effet de PAI-1 en augmentant le blebbing. Ce dernier est associé à 
une forte augmentation de MLC-P révélant sans doute l’activation de la voie précédemment 
identifiée, RhoA/ROCK. Cette contribution synergique d'HA et de PAI-1 dépend de la 
disponibilité du récepteur CD44 et s'inverse avec le temps. En effet, au bout de 3 heures, la 
présence d’HA associée à PAI-1 semble au contraire contrebalancer l’effet de PAI-1 en 
diminuant le blebbing et en augmentant l’étalement. Cet effet s'accompagne de 
l’augmentation de l’expression de RHAMM et celle de RAC 1 et une diminution de 
l’expression de MLC-P,  comparé à leur expression en présence de PAI-1 seul.  Enfin, des 
colocalisations impressionnantes d'uPAR avec CD44 ou avec l'actine pourraient rendre 
compte de la synergie positive ou inversée et de la relation complexe HA/PAI-1. 
L’ensemble de nos résultats confirme la dynamique moléculaire qui régit le 
comportement des cellules cancéreuses. La partie du mécanisme mise en évidence par notre 
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étude, éclaire le rôle des acteurs sous un autre jour en les replaçant au sein du système 
complexe que représentent les cellules dans leur microenvironnement. Cette étude souligne 
l’importance d'une approche globale et dynamique des interactions molécules-cellules-
microenvironnement et permet d'envisager de nouvelles cibles thérapeutiques incluant 
l’ensemble des composantes du microenvironnement. 
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INTRODUCTION 
 
Le cancer du sein est  la première cause de décès par cancer chez la femme 
http://lesdonnees.e-cancer.fr/les-fiches-de-synthese/1-types-cancer/9-cancer-sein/6-
epidemiologie-du-cancer-du-sein-en-france-metropolitaine-mortalite.html. Malgré les 
importants progrès des recherches dans ce domaine, notamment au niveau de la détection 
et du diagnostic, l’incidence demeure toujours importante. C’est pourquoi une meilleure 
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans le développement et la 
progression de ce type de cancer pourrait améliorer l’incidence de cette maladie. 
L’apparition de métastases constitue l’une des complications majeures du cancer. On sait 
que lorsque la tumeur primitive a atteint un certain stade de développement, des cellules 
cancéreuses peuvent se détacher et rejoindre la circulation lymphatique ou sanguine 
(Chambers, Groom et al., 2002). Les cellules, de cette manière, peuvent se disséminer dans 
l’organisme. Après prolifération  dans l’organe cible, elles forment une tumeur secondaire 
qui se développe aux dépens du tissu hôte (Pengfei, Werb et al., 2012). 
Plusieurs événements spécifiques sont nécessaires pour entraîner, à partir des 
cellules formant la tumeur primaire, la formation et la progression des métastases (Price et 
al., 1997);  la modification de l’adhésion des cellules tumorales, l’augmentation de la 
dégradation de la matrice extracellulaire, la motilité, la prolifération et la néo-angiogenèse. 
Ces propriétés découlent ou induisent des modifications du rapport cellules matrice, la 
réorganisation de la structure de la matrice extracellulaire et les liens mécaniques unissant la 
cellule à son environnement, impliquant la mise en œuvre de tout un réseau de signalisation 
complexe, l'ensemble (génétique et environnemental) permettant aux cellules cancéreuses 
de s'affranchir de l'apoptose  et de former des néo-vaisseaux. 
Un corpus important de travaux récents ont permis d'associer des bases moléculaires 
à ces différents processus (Hynes RO, science 2009); parmi les molécules identifiées jouant 
un rôle sur ces propriétés métastatiques, on retrouve des composants du 
microenvironnement comme l’Inhibiteur de l’Activateur du Plasminogène de type I (PAI-1) et 
l’Acide Hyaluronique (HA). Si elles ne représentent pas la totalité des molécules capables 
d'influencer le comportement cellulaire cancéreux, ces deux molécules ont en commun 
d'être des marqueurs  indépendants de mauvais pronostic et de partager la complexité des 
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modes d'action (plusieurs formes, actives ou non actives….). Et il est important de noter que 
chacune de ces molécules est capable de modifier profondément le comportement de 
cellules cancéreuses issues de cancer du sein MDA-MB-231, et, c'est notre hypothèse, 
d'entraîner la formation de métastases précoces par des mécanismes complexes que nous 
tenterons d'expliquer. 
 
A.  Rôle de la matrice extracellulaire dans la migration tumorale 
 
A.1. La progression tumorale : de la cellule saine à la tumeur 
 
Une cellule normale se définit par son organisation et son intégration au sein d’un 
tissu. Chaque cellule est en relation étroite avec la cellule voisine et avec le milieu 
environnant, ce qui favorise le bon fonctionnement des tissus et des organes. Dans certaines 
conditions, une cellule peut échapper au contrôle exercé par elle-même ou dicté par 
l’environnement, et entraîner une augmentation de la prolifération conduisant à la 
formation d’une tumeur. Nous allons ici détailler les différentes étapes conduisant à cet état 
tumoral, caractérisé comme un processus multi-événementiel complexe comprenant trois 
étapes majeures : l'initiation, la promotion et la progression (Harris, 1989). 
A.1.1. L’initiation 
 
L'étape d'initiation est caractérisée par la survenue et la persistance de mutations au 
niveau de gènes. Ces mutations peuvent survenir spontanément par suite d'erreurs de 
réplication ou de recombinaison, soit être induites par des agents génotoxiques physiques, 
chimiques ou viraux. Les conséquences de ces mutations seront d'autant plus importantes 
lorsque les gènes impliqués concernent plus spécifiquement les processus de régulation, de 
croissance et de différenciation cellulaires. Parmi ceux-ci, les proto-oncogènes et les gènes 
suppresseurs de tumeurs (Vogelstein, 1993; Yuspa, 1994), mais aussi d'autres gènes cibles 
comme ceux responsables des systèmes de surveillance et de réparation des dommages 
induits à l'ADN (Loeb, 1998). 
Ces événements mutationnels constituent une étape précoce mais critique puisqu'ils 
provoquent un changement irréversible  conduisant une cellule de l'état normal  à l'état 
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initié. C'est à dire une cellule au patrimoine génétique transformé qu'on appelle  cellule 
initiée. 
A.1.2. La promotion 
 
L'étape de promotion est caractérisée par la prolifération autonome d'une cellule 
préalablement initiée, ne nécessitant pas de stimulus externe,  en une population cellulaire 
clonale. Cependant même si la croissance de chacune des cellules cancéreuses est 
autonome, en revanche l'expansion de la tumeur dépend en partie de l'environnement. En 
effet, l’expansion clonale des cellules initiées, peut être influencée par des facteurs 
épigénétiques favorisant encore la prolifération cellulaire (Foster, 1997) ou capables 
d'altérer les communications intercellulaires (Yamasaki, 1995). Une différence fondamentale 
distingue l'étape d'initiation de l'étape de promotion: la réversibilité. L'étape d'initiation est 
déclenchée par un événement irréversible ce qui n'est pas le cas pour la promotion dont 
l'évolution peut être réversible. 
 
A.1.3. La progression tumorale : Développement de la tumeur primaire 
 
Les deux premières étapes (initiation et promotion) concernent la cancérogenèse, 
c’est-à dire l’apparition de la malignité au sein même de la cellule. A partir cette 
transformation, sept étapes peuvent être distinguées dans le processus tumoral : la perte 
d’adhérence, l’invasion, la prolifération, l’angiogenèse, l’intravasation, l’extravasation et 
l’émission de métastases à partir de la tumeur primaire (figure 1). 
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Figure 1: Les différentes étapes de la progression tumorale (Chantrain et al., 2002). 
 
A.1.3.1. La perte d’adhérence 
 
Les cellules épithéliales comme les cellules endothéliales normales sont intimement 
jointives. L’E-cadhérine est une molécule transmembranaire appartenant à une classe de 
molécules appelées CAM (cell adhesion molecules). Elle permet aux cellules de se lier entre 
elles en présence de calcium. Elle joue un rôle fondamental anti-métastatique et la perte de 
sa fonction adhésive est observée dans nombre de tumeurs agressives. Les phénomènes en 
cause, dans la perte de cette fonction adhésive, sont des mutations, des pertes d’expression 
ou des altérations des partenaires intracytoplasmiques (caténines et microtubules) avec 
lesquels elle interagit pour assurer la cohésion cellulaire (Poupon et al., 2005). La membrane 
basale, qui sous-tend les cellules épithéliales et les cellules endothéliales, est composée d’un 
réseau dense de glycoprotéines et de protéoglycanes comme le collagène. Pour les tumeurs 
à l’état initial de développement, elle constitue une barrière physique importante à la 
diffusion des cellules tumorales dans le stroma sous-jacent. Mais les cellules tumorales vont 
acquérir des capacités notamment protéolytiques leur permettant de rompre la membrane 
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basale et ainsi de diffuser. Ces enzymes protéolytiques synthétisées par les cellules 
tumorales mais également par le stroma sont essentiellement les métalloprotéinases de la 
matrice (MMPs) mais également les cathepsines et les glycosidases. Les MMPs interviennent 
dans la dégradation de la matrice extracellulaire favorisant l’invasion et la diffusion 
métastatique mais également permettant le relargage de multiples facteurs de croissance 
(Overall et al., 2006). Elles participent (notamment la MMP-9) à une cascade d’évènements 
conduisant également à l’angiogenèse : solubilisation du VEGF, activation des facteurs de 
croissance, mobilisation et recrutement des cellules endothéliales progénitrices, 
recrutement de péricytes… Les MMPs sont non seulement sécrétées par les cellules 
tumorales mais également part les cellules de l’hôte notamment celles du stroma. Ces 
MMPs libérées dans le milieu extracellulaire se lient aux récepteurs présents sur les cellules 
tumorales conduisant à leur lyse. Le clivage de l’E-cadhérine par les MMPs (notamment les 
MMP-3 et MMP-7) va favoriser les disjonctions puis la disparition des jonctions 
intercellulaires et l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux : c’est le phénomène de 
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Cette perte d’adhérence cellulaire va alors 
conduire la cellule à entrer en apoptose (phénomène d’anoïkisme) ou soit préparer le tissu 
pour l’invasion. 
 
A.1.3.2. L’invasion 
 
La destruction du tissu sain environnant passe aussi par la dégradation du support qui 
en assure l’intégrité : la membrane basale de la matrice extracellulaire (MEC). Tous les tissus 
épithéliaux reposent sur une membrane basale qui les sépare du tissu conjonctif sous-jacent. 
Cette membrane basale sert de moyen d'ancrage aux cellules épithéliales, de filtre pour leur 
nutrition grâce à sa perméabilité et représente de surcroît une barrière physiologique 
extrêmement importante dans la progression tumorale. Les protéases nécessaires à cette 
invasion sont souvent produites non pas par les cellules tumorales mais par les cellules du 
stroma (cellules saines se trouvant à la périphérie de la tumeur naissante) stimulées 
spécifiquement par les cellules cancéreuses (Stamenkovic et al., 2000). Après dégradation 
des constituants de la matrice extracellulaire, les cellules malignes peuvent alors proliférer. 
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A.1.3.3. La prolifération 
 
Les mécanismes à l’origine de cet effet impliquent tout d’abord plusieurs facteurs de 
croissance, mais aussi des cytokines et leurs récepteurs. Ces facteurs sont sécrétés par les 
cellules tumorales et ainsi libérés lors de la protéolyse engagée dans les étapes précédentes. 
Plusieurs protéases telles que les métalloprotéases, sont capables de digérer des protéines 
extracellulaires qui séquestrent les facteurs de croissance. C’est le cas de l’IGFBP-3 (insulin-
like growth factor binding protein 3) qui se lie à l’IGF II (insulin-like growth factor II) ou du 
perlécan qui séquestre le bFGF (basic fibroblast growth factor). Ces facteurs quiescents, ainsi 
libérés, associés aux facteurs sécrétés, peuvent interagir avec leurs cibles (récepteurs, 
enzymes…) et déclencher des voies de signalisation cellulaire ou des voies métaboliques 
intervenant dans ce processus de prolifération. L’expansion de la tumeur primaire devient 
alors possible. Celle-ci serait néanmoins très limitée si elle ne s’accompagnait d’une 
extension du réseau vasculaire, appelé angiogenèse. 
 
A.1.3.4. L’angiogenèse tumorale 
 
C’est Judah Folkman qui en 1971 a proposé la théorie selon laquelle sans vaisseau, 
une tumeur ne pouvait pas grossir au-delà d’une taille critique (# 2 mm3) et ne pouvait pas 
métastaser à d’autres organes (Folkman J, 2006). L’angiogenèse est vraiment une étape clé 
et fondamentale car ces capillaires vont représenter une voie d’approvisionnement en 
nutriment pour le développement de la tumeur primaire mais surtout un accès au système 
vasculaire pour les cellules cancéreuses dans la colonisation du reste de l’organisme. On la 
retrouve donc au début du processus de tumorogénèse et à celui de l’implantation 
métastatique. Il serait possible de simplifier à l’extrême en disant que sans vaisseau, pas de 
cancer et pas de métastase. 
 
A.1.3.5. L’intravasation, l’extravasation et l’émission de métastases 
 
L’entrée des cellules cancéreuses dans les vaisseaux sanguins s’appelle l’intravasation 
(Figure 4). Le passage des cellules cancéreuses dans la circulation sanguine nécessite la 
dégradation de la paroi d’un vaisseau sanguin pour qu'elles puissent y pénétrer. Cette étape 
peut être facilitée par les macrophages associés (TAM : Tumor-Associated Macrophages) à la 
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tumeur qui ouvrent un passage dans un vaisseau sanguin pour les cellules cancéreuses. Elles 
peuvent aussi pénétrer dans la circulation sanguine en empruntant le réseau vasculaire 
anarchique de la tumeur. En effet, le réseau vasculaire tumoral est malformé et constitué de 
vaisseaux présentant des fuites, ce qui facilite le passage des cellules cancéreuses dans ces 
vaisseaux.  
Des millions de cellules tumorales sont libérées par jour dans la circulation sanguine. 
Ces cellules sont pour la plupart fragmentées et détruites dès leurs entrées dans les 
vaisseaux sanguins par les forces de frottement (sheer force) liées à la circulation sanguine 
et par le phénomène d’anoïkis (déclenchement de l’apoptose suite à la perte de contact de 
la cellule avec la matrice extracellulaire (Frisch SM, 1994; Liotta LA, 2004)). Seule une faible 
proportion de cellules tumorales va survivre dans le système vasculaire (Wyckoff JB, 2000; 
Glaves D, 1988).  
 
 
Figure 2: Transit des cellules tumorales de la zone tumorale primaire au site métastatique (tiré de 
RTEmagicC_Fig_32_Metastase_txdam28031_692a68.jpg e-sante.futura-sciences.com). 
 
 
Une fois arrivée au lieu de résidence secondaire, la cellule va s’accrocher à la paroi de 
l’endothélium vasculaire et interagir avec les plaquettes se protégeant ainsi du phénomène 
d’anoïkis et des forces de frottement. Elle synthétise alors de l’angiopoeitin-like 4 (une 
protéine multifonctionnelle) qui va fragiliser l’endothélium vasculaire et faciliter 
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l’extravasation (la traversée de la cellule tumorale vers le tissu). Arrivée au site secondaire 
une grande proportion de cellules entre en apoptose dans les 24 heures (Chambers et al., 
2002; Fidler et al., 1970). Les survivantes vont soit entrer dans une phase de latence 
(Dormant) (Morris et al., 1994; Luzzi et al., 1998; Naumov et al., 2001; Varghese et al., 2002) 
soit proliférer jusqu’à former une nouvelle croissance tumorale à distance du site primaire : 
la métastase (Chambers et al., 2002) (figure 3).  
 
Figure 3: La dissémination et le développement des cellules cancéreuses sur un site métastatique. 
À différentes étapes la cellule peut soit proliférer soit entrer en « dormance » soit périr (d’après 
Chambers AF, Groom AC et al., 2002). 
 
Cette dernière étape obéit aux mêmes lois que la progression de la tumeur primaire 
(invasion, prolifération etc.). Le lieu de résidence secondaire dépend préférentiellement du 
type de cancer (dans le cas du cancer de sein, les lieux de résidences secondaires sont : os, 
foie, poumons et cerveau). 
La progression tumorale est donc un processus multi étapes, qui a été récemment reconnue 
comme étant le produit d’une interaction dynamique entre les cellules tumorales et leur 
microenvironnement. A ce titre le microenvironnement tumoral est devenu une cible 
privilégiée pour la détection mais aussi pour le traitement des cancers. Il devient alors 
important d’en étudier les différents éléments et leurs implications dans la survie et 
l’évolution de la tumeur. 
 
A.2. Le micro environnement tumoral 
 
L’acquisition des diverses caractéristiques tumorigènes des cellules cancéreuses ne 
représente donc qu’une partie de l’explication qui permet de comprendre le processus de 
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croissance des cancers. En effet, il est maintenant admis qu’une tumeur ne peut croître 
toute seule. Les cellules tumorales ne sont pas simplement des ilots de cellules isolées 
résidant dans un organe particulier mais bel et bien une structure complexe qui se retrouve 
englobée dans un environnement comprenant de la matrice extra cellulaire et divers types 
cellulaires (Noel A. et al., 1998)., dans une conformation structurelle donnée et dans des 
conditions physiques et chimiques particulières.  
Ainsi, le microenvironnement cellulaire se définit il comme  un ensemble complexe 
impliquant quatre composantes interagissant: la composante biologique (cellules), 
biochimique (molécules), physico chimique (pH, anoxie) et mécanique (forces développées 
par les cellules influençant l'environnement et l'inverse). 
Dans un tissu donné, ces différents aspects  du microenvironnement coopèrent et 
interagissent. Le microenvironnement fournit à la fois des signaux biochimiques (facteurs de 
croissance, cytokines) et des contraintes structurelles (notamment via les molécules 
d’adhésion) qui sont requises pour dicter des comportements cellulaires appropriés pour le 
tissu en question (Schmeichel KL. et al., 1998). Les composantes de la matrice extracellulaire 
s'organisent et présentent une diversité structurelle et biochimique remarquable, ainsi que 
des propriétés mécaniques comme l'élasticité ou la force d'adhérence cellulaire,  qui 
s'avèrent  essentielles pour le comportement "adéquat" des cellules  à son contact.  
Dans le cas du cancer, on sait que  l'ensemble des composantes 
microenvironnementales est modifié et influence le comportement des cellules cancéreuses. 
Dans une revue récente Lu et al. (2012) dénombraient trois ou quatre caractéristiques du 
microenvironnement pathologique soulignant l'interconnexion des différentes propriétés de 
la matrice extracellulaire. 
La matrice extracellulaire est un ensemble dynamique puisque qu'elle est 
constamment remodelée : soit par des modifications quantitative de sa composition 
(synthèse accrue ou diminuée, protéolyse modifiée) soit par des modifications qualititative. 
En effet, le "dépôt" de chaque molécule composant la MEC, les assemblages moléculaires 
qui suivront, ainsi que l'arrangement spatial induit par des modifications des liaisons 
covalentes ou non, changeront la nature de cette matrice sans qu'on puisse nécessairement 
identifier globalement le changement. Enfin,  les interactions cellules-matrices sont 
réciproques;  d'une part les cellules créent en permanence de nouveaux éléments de cette 
matrice  mais elles participent aussi à la dégradation ou au réarrangement de  ces éléments.  
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D'autre part,  précisément à cause du fait que la MEC régule le comportement cellulaire, 
tout changement de cette matrice influencera les cellules proches et modifiera leur 
comportement  (Butcher et al., 2009).  Cette régulation " en boucle" entre cellules et matrice 
rend compte, au moins en partie, de la capacité des cellules à s'adapter à leur 
environnement  (Samuel et al., 2011). 
Parmi les éléments profondément modifiés lors du processus cancéreux, les 
protéinases comme les métallo protéinases ou les sérine protéinases,  comme la plasmine,  
mais aussi les  Héparanases, les 6-O-sulfatases, les urokinases (Ilan et al., 2006; Kessenbrock 
et al., 2010) sont produites en grandes quantités, elles provoquent une désorganisation 
profonde du microenvironnement. La dynamique du microenvironnement est alors 
perturbée puisque la quantité, la composition ou l'agencement topographique de la matrice 
remettent en cause les propriétés initiales de ce microenvironnement. Participent à ce 
processus dynamique  continuel  bien entendu les cellules cancéreuses mais aussi  les 
cellules stromales, les fibroblastes associés aux cancers ou d'autres types cellulaires  (Page-
McCaw et al., 2007; Aitken et Bägli, 2009). 
La progression tumorale est alors considérée comme le résultat d’un dialogue 
réciproque et dynamique entre cette composante du microenvironnement et les cellules 
tumorales (Mueller A. et al., 2004). Witz et LevyNussbaum rappellent dans une revue 
récente (mini review dans cancers letters 2006) que S.Paget, en son temps (Paget et al.,  
1889) postulait sue  l'environnement jouait un rôle essential  de "sol" pour la "graine" 
cancéreuse. Ils proposent de considérer aujourd'hui  le microenvironnement  non seulement 
comme un sol fertile pour les cellules cancéreuses mais aussi comme un élément primaire 
d'induction/éducation des cellules cancéreuses qui seront amenées à "choisir" une voie 
d'activation particulière qui participera à leur évolution. En d'autres termes, le 
microenvironnement des tumeurs, en exerçant des fonctions de régulation et de pression 
sélective,  détermine le "phénotype" des cellules cancéreuses. Modifier les interactions 
cellule-microenvironnement devient donc une cible thérapeutique importante. Ces auteurs 
soulignent également qu'il est dangereux de n'examiner le changement que d'un élément du 
microenvironnement  et qu'il faut définitivement se placer dans le contexte d'un système 
complexe et utiliser les méthodes d'analyse adéquates comme l'ont fait (Aderem A. et al., 
2005, Xiong M. et al., 2005). 
26 
 
Nous aborderons maintenant  un élément majeur du microenvironnement, la matrice 
extracellulaire, ses composants et leurs interactions avec les cellules tumorales. 
 
A.2.1. La matrice extracellulaire 
 
A.2.1.1. Généralités 
  
La matrice extracellulaire existe dans tous les tissus (foie, cœur...), mais certains 
d’entre eux en sont très riches, comme l’os ou le cartilage, composé à 95% de matrice 
extracellulaire. 
Elle forme des réseaux tridimensionnels de bio-macromolécules organisés autour des 
cellules. Elle est synthétisée par les cellules mésenchymateuses, qui comprennent : 
- les cellules stromales, précurseurs des fibroblastes, synthétisent un peu de matrice 
- les fibroblastes, qui sont les cellules mésenchymateuses les moins spécialisées mais sont 
retrouvés dans tous les tissus  
-des fibroblastes spécialisés, qui sont les ostéocytes dans le tissu osseux et les chondrocytes 
dans le tissu cartilagineux.  
D’autres cellules participent aussi à la synthèse de certains composants de la matrice, 
mais à plus faible échelle. Par exemple, les monocytes synthétisent du collagène.  
En dépit d’importantes différences selon sa localisation, la matrice extracellulaire est 
composée de polymères fibreux, comme les collagènes et l’élastine, et de molécules non 
fibreuses que sont les glycoprotéines et les glycosaminoglycanes (GAGs) (Tanzer, 2006) 
(Figure 4).Bien que la MEC ait été considérée pendant longtemps comme une structure 
inerte, ses activités sont multiples. Elle isole les compartiments tissulaires, détermine 
l’architecture tissulaire et assure le support et la communication cellulaires. La matrice a un 
également un rôle de stockage de facteurs de croissance ; ainsi, le tissu osseux est un 
véritable réservoir de facteurs de croissance. 
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Figure 4: Le tissu conjonctif sous-jacent à un épithélium. Ce tissu contient divers cellules et 
composants de la MEC. Le type cellulaire prédominant est le fibroblaste qui sécrète une abondante 
MEC (d’après Sid, 2006). 
. 
 
A.2.2. Quelques composants majeurs de la MEC. 
 
A.2.2.1. Le collagène 
 
Le collagène est formé de 3 chaînes polypeptidiques enroulées en hélice dans une 
partie de la molécule mais pas aux extrémités. Il est synthétisé dans le réticulum 
endoplasmique. La glycine représente un acide aminé sur 3. Etant le plus petit des acides 
aminés, elle va faciliter l’enroulement de la triple hélice. Ainsi, une mutation sur la glycine 
rend cet enroulement plus difficile, provoquant des maladies dont l’expression sera plus 
importante que si la mutation touchait un autre acide aminé. Cette triple hélice peut être 
présente sous forme d’un homo ou d’un hétérotrimère, c'est-à-dire que les 3 chaînes 
peuvent être identiques, mais on peut aussi trouver une chaîne différente des 2 autres 
(Figure 5); c’est le cas dans le collagène de type I.  
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Figure 5: Structure d’une molécule typique de collagène. (A) Modèle d’une partie d’une seule chaîne 
α de collagène dans laquelle chaque acide aminé est représenté par une sphère. (B) Modèle d’une 
partie de la molécule de collagène dans laquelle trois chaînes α, chacune montrée d’une couleur 
différente, sont enroulées l’une autour de l’autre pour former un bâtonnet hélicoïdal à trois brins. 
Extrait de “The Molecular Biology of the Cell”, Garland Science, 2002. 
 
Le collagène subit des modifications post-traductionnelles indispensables à la 
formation de la triple hélice. Il s’agit d’hydroxylations, sur les lysines et les prolines et de 
glycosylations. Les pro-peptides situés en N et en C-terminal sont clivés après la formation 
de l’hélice mais avant la formation de fibrille. Une fois les extrémités clivées, on parle de 
procollagène. Les molécules de procollagène vont ensuite s’associer en fibrilles. Cependant, 
cette association n’est pas systématique. Lorsque les fibrilles se groupent en fibres, on parle 
de collagène fibrillaire. On en trouve des types majoritaires, comme le collagène I, II et III et 
des formes minoritaires, le V et le XI. Les collagènes non fibrillaires peuvent s’associer aux 
collagènes fibrillaires ; c’est le cas du IX, X et XII, ou former des réseaux comme pour le 
collagène VII et dans les lames basales pour le collagène IV. 
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Quelques types de collagène sont représentés dans le tableau ci-dessous. 
 
 
Tableau 1: Quelques types de collagène avec leurs distributions tissulaires. 
                                              
 
A.2.2.2. Les fibres élastiques 
 
Les fibres élastiques comportent:  
- un noyau d’élastine, qui est une protéine fibreuse ressemblant à une chaîne 
polypeptidique du collagène, riche en proline, établissant des relations de pontage 
entre ses différentes molécules. Selon la conformation de ces liaisons, l’élastine peut 
être tendue ou relâchée. 
- des microfibrilles, formées de glycoprotéines (fibrilline), qui peuvent exister dans la 
matrice extracellulaire indépendamment de l’élastine. Ce manchon de microfibrilles 
de 10nm entoure le noyau d’élastine. 
 
A.2.2.3. Les protéines d’adhésion 
 
Les protéines adhésives sont des petites protéines médiant l’adhésion matrice 
extracellulaire – cellule. Elles contiennent une séquence en acides aminés, RGD (Arginine – 
Glycine – Acide Aspartique), qui n’est pas tissu spécifique. Quelques exemples de protéines 
adhésives : fibronectine, vitronectine, ténascine et laminines. 
 
A.2.2.4. Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) 
 
La MEC est une structure extrêmement dynamique qui est en perpétuel 
renouvellement, alternant synthèse et dégradation. Le remodelage de la MEC est assuré par 
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un grand nombre d’enzymes protéolytiques, incluant les protéinases à acide aspartique, les 
protéinases à cystéine, les sérines protéinases et les métalloprotéinases matricielles (MMPs). 
Les MMPs représentent une des classes principales d’enzymes responsable du 
renouvellement de la MEC (Kerrigan et al., 2000). 
 
A.2.2.3. Les protéoglycanes 
 
Les protéoglycanes sont une famille hétérogène de macromolécules qui comportent 
une chaîne protéique sur laquelle est greffée au moins une chaîne glycanique. Le nombre et 
la structure de ces chaines latérales glycaniques sont variables d’une molécule à l’autre mais 
parfois aussi d’un tissu à l’autre ou d’une situation pathologique à une autre au sein d’une 
même molécule. 
Il existe des protéoglycanes extracellulaires présents dans la matrice extracellulaire, 
des protéoglycanes ancrés dans les membranes cellulaires mais aussi, plus rarement, des 
protéoglycanes intracellulaires. Parfois ces protéoglycanes sont retrouvés aussi dans la 
circulation. La longueur de la chaîne protéique d’un protéoglycane peut varier de 1 à plus de 
500 kD. D’un point de vue structural, la chaîne glycanique est composée d’un "linker" (unité 
d’encrage dans la protéine composée de quatre monosaccharides xylose - galactose - 
galactose – acide glucuronique) suivi de la répétition de deux monosaccharides (une 
hexosamine et un acide uronique) dont le type définit les sous familles de protéoglycanes. Il 
existe quatre types principaux de glycosaminoglycanes (GAGs): l'acide hyaluronique (HA), 
l'héparane sulfate (HS) et l'héparine (HP), le chondroïtine sulfate (CS) ou le dermatane 
sulfate (DS) et le kératane sulfate (KS) (Figure 6) (Kjellen et al., 1991). 
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Figure 6: Les différents types de glycosaminoglycanes (GAGs) entrant dans la composition des 
protéoglycanes (Lodish et al., 2003) ; Ici n représente le nombre de chaînes disaccharidiques pour 
chaque type de glycosaminoglycanes. 
 
La diversité des protéoglycanes est assurée, non seulement par la structure de la 
chaîne protéique, mais aussi par la chaîne glycanique latérale. Cette dernière peut avoir une 
longueur et des motifs de sulfatation variables en fonction des molécules. Un exemple 
d’arrangement est présenté sur la figure 7. La diversité structurale et fonctionnelle des 
chaînes glycaniques est obtenue par plusieurs mécanismes :  
_ la succession des différents résidus osidiques n’est pas uniforme sur toute la longueur de la 
chaîne glycanique. 
_ le degré de sulfatation de chaque résidu est variable (de zéro à trois résidus sulfate). 
_ le degré de sulfatation n’est pas uniforme sur la longueur de la chaîne glycanique, avec des 
zones non sulfatées et des zones hypersulfatées. 
Les fonctions de ces molécules et la régulation de leur structure sont encore mal connues. La 
succession des différents résidus osidiques et le degré variable de sulfatation créent au 
niveau des chaînes glycaniques des motifs spécifiques qui permettent la fixation des 
protéines basiques comme les facteurs de croissance, les cytokines ou les chimiokines. Leur 
fixation sur le glycane joue un rôle dans l’effet biologique de ces molécules (Delehedde M. et 
al., 1996). Ainsi, certains protéoglycanes ont un rôle de corécepteur, favorisant la 
stabilisation du complexe facteur de croissance-récepteur. Ils permettent, en outre, 
l’immobilisation des facteurs de croissance au niveau du stroma, créant ainsi un pool de 
stockage qui peut être libéré lors d’agressions (libération induite par exemple par l’activation 
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des enzymes protéolytiques comme les métalloprotéases et les glycosidases) (Ohtani et al., 
1993). Ils peuvent aussi avoir un rôle de protection de ces facteurs contre la dégradation 
protéolytique (Tardieu et al., 1992). Les protéoglycanes peuvent également lier certaines 
molécules d’adhérence, comme les intégrines. Ils interviennent dans la stabilisation de la 
paroi vasculaire, la prolifération, la migration des cellules endothéliales et l’angiogenèse 
(Delehedde et al., 2001; Nelson et al., 1995). 
 
 
Figure 7: Structure d’un agrégat de protéoglycane dans le cartilage (Lodish et al., 2003 ; Buckwalter 
et al., 1983). 
 
A.3. Importance de la voie matricielle: modulation de la migration et de l’invasion 
tumorale par le microenvironnement 
 
Longtemps ignoré dans la régulation de la progression tumorale, le rôle promoteur 
du microenvironnement tumoral est désormais pleinement reconnu. L’interaction existant 
entre les cellules tumorales, les tissus environnants et les protéines de la MEC pourrait 
gouverner leur expression génique et les conduire à se maintenir (ou non), à proliférer dans 
une tumeur localisée, voire à disséminer. Et ce sont, sans doute, les modifications des 
assemblages moléculaires liant cellules et matrice, ou assemblages matricellulaires, qui vont 
créer les conditions favorables au déclenchement du processus (Chazaud et al., 2002).  
La communication étroite entre les cellules épithéliales cancéreuses et leur 
microenvironnement rend les cellules capable de modifier certaines de ses caractéristiques 
notamment sa morphologie et son type de migration en fonction de changements de 
conditions environnementales. De plus, elle est également capable de sécréter des facteurs 
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qui vont aboutir à la formation d’une véritable « niche pré-metastatique » au sein de la MEC 
(Bidard et al., 2008; Jodele et al., 2006). 
En particulier, parmi les composants matriciels, nous allons nous intéresser à l’acide 
hyaluronique (HA), connu pour jouer un rôle clef dans la tranformation tumorale (Victor et 
al., 1999). En effet, la transformation maligne d’une cellule s’accompagne souvent d’une 
augmentation de production de l’HA (Angello et al., 1982; Sommers et al., 1994).  
B. Acide hyaluronique 
 
L'acide hyaluronique (du grec hyalos qui signifie vitreux, et d’uronique, parce que 
d'abord isolé de l'humeur vitrée, il possède un taux élevé d'acides uroniques) est un 
glycosaminoglycanne largement réparti dans les tissus conjonctifs, épithéliaux et nerveux. 
On le trouve ainsi en abondance dans l'humeur vitrée, le liquide synovial et la peau. Il 
constitue l'un des principaux composants de la matrice extracellulaire. Il a la particularité de 
n’être jamais relié à un corps protéique (il ne forme donc pas de protéoglycane en tant que 
tel), de n’être jamais sulfaté, et d’être parfois présent dans certaines bactéries (Fraser et al., 
1997). HA est souvent défini comme un GAG qui permet le maintien de l’hydratation de la 
matrice extracellulaire cutanée (Comper et al., 1978). 
La demi-vie de l’acide hyaluronique est très courte, moins d’un jour au sein de 
l’épiderme (Hascall VC, 1997). Le turn-over de l’acide hyaluronique est donc très rapide. La 
dégradation de la molécule s’effectue soit au niveau extracellulaire par l’hyaluronidase  
(Lodish, 2000), soit par internalisation cellulaire après fixation au récepteur CD44 selon la 
séquence d’actions suivante : elle se lie à un récepteur membranaire, le complexe acide 
hyaluronique/récepteur entre dans la cellule par  endocytose, l’acide hyaluronique est 
dégradé par les hyaluronidases lysosomiales en ses composants monosaccharidiques, l’acide 
glucuronique et la N-acétyl-glucosamine (Ward et al., 2002) (Figure 8).     
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Figure 8: Mécanismes de dégradation enzymatique de l’acide hyaluronique par les hyaluronidases 
(Stern, 2004). 
 
B.1 Structure de HA 
 
La chaîne oligosaccharidique d’HA dont la composition est connue depuis les années 
50 (Meyer et al., 1953), est constituée de disaccharides reliés entre eux par des liaisons β(1-
4). Les unités disaccharidiques sont composées de l'acide glucuronique et de la N-
acétylglucosamine, liés entre eux par une liaison β(1-3) (Figure 9). Les polymères de cette 
unité récurrente peuvent atteindre une taille de 102 à 104 kDa (représentant ainsi environ 
50000 unités disaccharidiques) soit une taille comparable à celle d’une bactérie ! 
 
Figure 9: Structure de HA. Extrait de The Molecular Biology of the Cell (Alberts B, 2008). 
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B.2. Synthèse de HA 
 
Tout en étant l’un des GAGs les moins complexes, HA est assez particulier puisqu’il 
est directement synthétisé dans l’espace extracellulaire par les synthases d’HA (HAS) et ne 
subit aucune modification post-synthétique.  
Les HAS sont des protéines à sept domaines transmembranaires situées dans la 
membrane plasmique (Weigel et al., 1997). Chez les mammifères, trois HAS ont été 
identifiées (HAS I, II et III). Elément atypique chez les GAGs, certaines bactéries et virus 
possèdent également les gènes HAS, et peuvent donc synthétiser ou faire synthétiser (dans 
le cas des virus) leur propre HA dans les cellules hôtes (DeAngelis, 1999). Les HAS agissent de 
manière unique. En effet, elles possèdent deux composantes enzymatiques, l’une qui 
permet l’élongation sur l'acide glucuronique (GlcA) et l’autre qui permet l’élongation sur la 
N-acétylglucosamine (GlcNAc). Contrairement à tous les autres GAGs, l’élongation de la 
chaîne oligosaccharidique par l’ajout de monosaccharides a lieu sur la partie réductrice de la 
chaîne (libre puisque non greffée sur un core protéique). 
La taille des HA semble être un élément majeur de la régulation de leurs activités 
biologiques (Noble, 2002) qui vont alors dépendre de l’activité de chacune des enzymes HAS 
I, II et III. Les HAS I, II et III produisent des chaînes respectivement de 2.105 Da, de 2.106 Da 
et supérieure à 2.106 Da. La localisation bien distinguée des gènes HAS 1, 2 et 3 sur les 
chromosomes, pourrait expliquer une régulation complexe de la biosynthèse de l’HA (Itano 
et Kimata, 2002). 
 
B.3. Récepteurs de HA 
 
B.3.1. HCAM (Homing Cell Adesion Molecule) ou encore plus connu sous le 
nom CD44  
 
B.3.1.1. Généralités 
 
Le récepteur CD44 est une glycoprotéine transmembranaire de type I, c’est- à-dire à 
une seule traversée transmembranaire, impliquée dans les interactions cellule-cellule et 
cellule-matrice extracellulaire. Il est exprimé par de nombreux types cellulaires, comme les 
kératinocytes, les cellules épithéliales, les cellules hématopoïétiques, les cellules 
endothéliales, les chondrocytes et les cellules neuronales. Il est le récepteur principal de 
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l’acide hyaluronique (HA) et peut également interagir avec différentes protéines de la MEC, 
telles que la fibronectine et les collagènes, certains facteurs de croissance, les cytokines et 
les MMPs (Naor et al., 2002). 
 
B.3.1.2. Structure de CD44 
 
La protéine CD44 est codée par un seul gène et existe sous différentes isoformes. Au 
moins 20 isoformes de taille différente sont connues et obtenues par épissage alternatif, N- 
et O- glycosylations et glycosaminoglycanations (principalement héparane sulfate et 
chondroitine sulfate) (Lesley et al., 1993; Lokeshwar et Bourguignon, 1991; Lokeshwar et al., 
1996). 
Le gène codant pour CD44 est constitué de 20 exons : 10 exons constants (standards : 
s1 à s10) et 10 exons variables sujets à l’épissage alternatif (variants v1 à v10) (Naor et al., 
1997). Les exons standards (s1 à s10) codent pour la protéine standard CD44s. Les 
combinaisons de variants (v1 à v10) peuvent être alternativement épissées entre s5 et s6 
pour coder pour la protéine variante CD44v. 
La représentation schématique du gène codant CD44 est présentée dans la figure 10.  
 
                           
Figure 10: Représentation schématique du gène codant CD44 (d'après Goodison et al., 1999). 
 
L’isoforme standard CD44s (également connue sous le nom de CD44H pour CD44 
hématopoïétique) est la plus petite isoforme de CD44 (85 kDa). Elle est totalement 
dépourvue de la région variable et est constituée de quatre domaines : un domaine 
extracellulaire distal et un domaine extracellulaire proximal de 270 acides aminés, un 
domaine transmembranaire de 23 acides aminés et un domaine intracellulaire de 70 acides 
aminés. Et c’est au niveau du site d’épissage alternatif, situé dans le domaine extracellulaire 
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dans une région proche de la membrane plasmique que vont venir s’insérer les exons 
variants de l’isoforme CD44v (Figure 11). 
                                                    
 
Figure 11: Représentation schématique de la structure de la protéine CD44 (d’après Knudson et al., 
1999). CD44 présente quatre domaines principales : (1) un domaine extracellulaire distal, (2) un 
domaine extracellulaire proximal, (3) un domaine transmembranaire, et (4) un domaine 
intracellulaire cytoplasmique. A droite de la forme CD44s (forme la plus commune) est représenté un 
isoforme de la protéine CD44 contenant l’insertion de 3 exons (en jaune) au niveau du site d’épissage 
alternatif. 
 
Le domaine intracellulaire est codé par une partie de l’exon 18 et des exons 19 et 20. 
Le domaine transmembranaire est codé par l’exon 18 et est conservé à 100% dans toutes les 
espèces de mammifères. Le domaine extracellulaire peut être divisé en régions conservées 
et non conservées. Entre autre, la région proximale extracellulaire, codée par les exons 16 et 
17, est moins conservée (environ 35% d’homologie entre les espèces mammifères) tandis 
que la partie N-terminale du domaine extracellulaire, codée par les exons 1 à 5, est 
hautement conservée (environ 85%) et est repliée en une structure tertiaire globulaire grâce 
à la formation de ponts disulfures entre trois paires de résidus cystelés. C’est au niveau de 
cette partie N-terminale du domaine extracellulaire que l’on trouve le domaine de fixation 
de l’acide hyaluronique (HA) (figure 12). (Goodison et al., 1999). 
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Figure 12: Domaine de fixation de l’acide hyaluronique (d’après Goodison et al., 1999) : Fixation de 
HA au niveau du domaine extracellulaire distal de CD44. 
 
B.3.1.3. Fonctions de CD44 
 
Même si son rôle principal est la fixation de HA, CD44 exerce également d’autres 
fonctions. Par exemple, en tant que molécule d’adhérence, CD44 joue un rôle essentiel dans 
le maintien de la structure tissulaire et son expression est hautement régulée, ce qui permet 
de contrôler la prolifération cellulaire, la motilité, la différenciation et la survie. CD44 
intervient également dans différents processus biologiques, comme par exemple l’activation 
des lymphocytes T, l’adhérence aux composés de la MEC, l’agrégation cellulaire, la 
prolifération et l’angiogénèse (Miyake et al., 1990; Bourguignon et al., 1993; Green et al., 
1988; West et Kumar, 1989; Turley et al., 1991; Rooney et al.,1995).  
Retrouvé dans les cellules normales et tumorales, toutes ces propriétés biologiques 
de CD44 vont être essentielles aussi bien pour les activités physiologiques des cellules 
normales, que pour les activités pathologiques des cellules cancéreuses (Liu et Jiang, 2006). 
Dans les tissus normaux, on retrouve la forme standard de CD44 (CD44s) exprimé de 
manière ubiquitaire alors que l’expression de CD44v est plus restreinte. De façon différente 
dans les tissus tumoraux, l’expression de CD44s et CD44v est augmentée. Cette 
augmentation d’expression est corrélée au comportement biologique de la tumeur, à la 
croissance tumorale et au processus métastasique. De plus, de nombreuses études ont 
révélé que la surexpression de CD44 peut être associée à un mauvais pronostique dans 
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plusieurs types de cancers, comme le cancer du poumon, le cancer ovarien, le cancer du sein 
et le cancer colorectal (Cho et al., 2006; Watanabe et al., 2005; Zavrides et al., 2005). CD44 
pourrait ainsi être utilisée comme marqueur de pronostic ou diagnostic pour certains 
cancers. A l’inverse, le degré de malignité de certains cancers, comme les neuroblastomes 
ou encore le cancer de la prostate, est associé à la perte d’expression de CD44, suggérant 
que CD44 pourrait être également dans certains cas un suppresseur de tumeur (Naor et al., 
1997). 
 
B.3.1.4. Protéines associées à CD44 
 
Un des rôles principaux du domaine cytoplasmique de CD44 est la transduction de 
signaux provenant de stimuli extracellulaires (Bourguignon et al., 1998). Ce domaine 
cytoplasmique est capable de fixer directement un grand nombre de protéines 
intracellulaires, telles que l’ankyrine et les protéines ERM (ezrine, radixine, moesine) (Tsukita 
et al., 1997) (figure 13). 
 
 
Figure 13: Les protéines associées à CD44 : A gauche, CD44 associée à ankyrine et à droite, CD44 
associée aux proteines ERM (d’après Knudson et al., 1999). 
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B.3.1.4.1. L’ankyrine 
 
Des études ont montré qu’au moins deux sous-régions du domaine cytoplasmique de 
CD44 contribuent à la fixation de l’ankyrine : la région I qui est la région de fixation à haute 
affinité de l’ankyrine et la région II qui est la région régulatrice (Zhu et Bourguignon, 1998). 
Chez l’homme la région I est située entre les acides aminés 304 et 318. Cette région 
joue un rôle important dans les fonctions induites par la fixation de l’acide hyaluronique. En 
effet, la fixation de l’HA sur le domaine extracellulaire de CD44 et la liaison de l’ankyrine sur 
le domaine intracellulaire de CD44 (figure 13) vont être directement impliquées dans les 
phénomènes d’adhérence des cellules tumorales, d’invasion et de métastases.  
 
B.3.1.4.2. Les protéines ERM (Ezrine, Radixine Moesine) 
 
Les études phylogénétiques montrent qu’une première duplication génique chez un 
ancêtre commun à tous les vertébrés a conduit à l’apparition de deux gènes : un gène Ezrine 
et un deuxième gène dont la duplication ultérieure conduira aux gènes Radixine et Moesine 
(Polesello et Payre, 2004). 
L’Ezrine a été découverte comme composant des bordures en brosse, structures 
riches en actine, des cellules épithéliales de l’intestin de poulet (Bretscher, 1983). La 
Radixine a été isolée dans les jonctions d’adhérences des cellules du foie mais semble être 
concentrée dans les microvillosités des acini pancréatiques (Tsukita et Hieda, 1989). Enfin, la 
Moesin a, quant à elle, été initialement caractérisée comme une protéine de liaison à 
l’héparine (Lankes et al., 1988). Ces trois protéines appartiennent à la superfamille des 
protéines à bande 4.1 car elles possèdent dans leur partie N-terminale un domaine FERM 
(Four point one ERM) (Hoover et Bryant, 2000) et sont structurellement très proches.  
En effet les protéines ERM humaines (Hs) ont été conservées au cours de l’évolution et 
présentent un fort degré d’identité entre elles (la Radixine et la Moesin ont respectivement 
76% et 73% d’identité par rapport à l’Ezrine) (Figure 14). 
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Figure 14: Représentation schématique de la structure des protéines ERM (D’après Fiévet et 
al.,2007) FERM : Four point one ERM, N-ERMAD : N-terminal ERM Association Domain, C-ERMAD : C-
terminal ERM Association Domain. 
 
De plus, elles possèdent deux domaines caractéristiques bien conservés : Le domaine 
FERM situé en N-terminal et le domaine C-ERMAD situé en C-terminal. 
En N-terminal, le domaine FERM (N-ERMAD, en jaune) est impliqué dans les interactions 
protéines/protéines. Il joue également un rôle essentiel dans l’association des protéines 
ERM avec la membrane plasmique et dans la reconnaissance des protéines membranaires, 
telles que les protéines d’adhérence. Ce domaine FERM est constitué de trois sous-domaines 
F1, F2 et F3 (Figure 15) et se fixe à différentes cibles, comme les molécules d’adhésion CD44, 
CD43 et ICAM 1-3 (Hamada et al., 2000; Bretscher et al., 2002). 
                     
Figure 15: Organisation générale des protéines ERM. Le schéma représente l’organisation en 
domaines de l’Ezrin (586 aa) mais toutes les protéines ERM (Ezrin, Radixin et Moesin) ont une 
structure similaire. En bleu, le domaine N-terminal FERM contenant trois sous-domaines (F1,F2, F3) 
est suivi d’une région centrale prédite pour avoir une structure hélicoïdale (en jaune). Après une 
région linker, le domaine C-terminal (C-ERMAD) de la protéine (D’après Bretscher et al., 2002). 
 
En C-terminal, le domaine C-ERMAD comprend le site de liaison à l’actine filamenteuse (en 
marron foncé) dans lequel se situe le résidu thréonine dont la phosphorylation est impliquée 
dans l’activation des protéines ERM. Entre ces deux domaines, bien conservés et capables de 
s’associer, on retrouve un domaine en  hélice α (en jaune) (Figure 15). Comme précisé au-
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dessus les protéines ERM doivent être activées afin de lier les protéines de la membrane aux 
filaments d’actine. Le mécanisme d’activation de ces protéines n’est pas complètement 
élucidé mais nécessiterait deux étapes: (1) la liaison au PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5 
phosphate) (Barret et al., 2000; Niggli et al., 1995; Roch et al., 2010) permettant une pré-
ouverture de la protéine et rendant probablement le résidu thréonine conservé plus 
accessible à la phosphorylation, et (2) la phosphorylation d’un résidu thréonine conservé 
dans la partie C-ERMAD des protéines ERM. La protéine phosphorylée est alors stabilisée 
dans sa forme ouverte et activée (Fievet et al., 2004).  
 
B.3.1.5. Domaines de CD44 liés à la motilité cellulaire 
 
Le domaine clé pour le contrôle du cycle cellulaire et pour la motilité médiée par 
CD44 est le domaine de liaison à HA (figure 13). Et fait intéressant, la mutation de certains 
acides aminés basiques au sein de ce domaine peut entraîner l’incapacité pour CD44 de 
favoriser la prolifération (Bajorath et al., 1998), alors qu’elle aura peu d’effet sur la fixation 
de HA. Ceci diffère de l’autre récepteur de l’acide hyaluronique RHAMM, où la mutation au 
niveau des  acides aminés basiques de RHAMM va empêcher la fixation de HA (Hyman et al., 
1991; Yang et al., 1994.).  
Il est également important de noter que toutes les cellules exprimant CD44 ne sont 
pas capables de se lier HA de manière continue ou discontinue, mais cette propriété peut 
être acquise ou peut se produire transitoirement (Hyman et al., 1991). L’habilité de HA à se 
lier à CD44 est régulée à la fois par la conformation de la protéine, et par les types de 
glycosylations (Zheng et al., 1995). 
 
B.3.1.6. Signalisation CD44 
 
La signalisation CD44 implique la protéine tyrosine kinase (PTK), des facteurs de 
transcription et des éléments du cytosquelette. 
L’interaction de HA avec CD44 peut aboutir à l’activation de plusieurs voies: 
- soit celle de Cdc42 et ERK et favorise ainsi  la progression du cancer des ovaires. 
(Bourguignon LY. et al., 2005). 
- Soit celle de HER2  et la translocation de la béta-caténine nucléaire qui promeut la 
migration des cellules (Bourguignon LY. et al., 2007). 
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- Enfin soit la voie de la GTPase RhoA (Gouëffic et al., 2006).  
Cette diversité des acteurs intervenant dans la signalisation pourrait expliquer les 
nombreux rôles parfois contradictoires de CD44. 
 
B.3.2. CD 168 ou encore plus connu sous le nom de RHAMM 
 
B.3.2.1. Généralités  
 
Le Récepteur de l'Acide Hyaluronique Médiée par la Motilité (également  nommé 
RHAMM ou encore CD168), d'abord décrit par Turley et ses collègues (Turley, 1992; Turley et 
Torrance, 1985; Turley et al., 1987, 1991), est une protéine à multiples facettes que l’on 
retrouve aussi bien au niveau intracellulaire qu’extracellulaire (Hardwick et 
al., 1992; Assmann et al., 1999.). En effet on l’observe au niveau cytoplasmique (Masellis et 
al., 1996), associée aux microtubules et interagissant avec le cytosquelette d'actine 
(Assmann et al., 1999), dans le golgi (Masellis et al., 1996), et au niveau de la surface 
cellulaire (Masellis et al., 1996; Pilarski, Turley et al., 1993).   
De façon surprenante, la protéine RHAMM est dépourvue de module de liaison pour 
HA et utilise plutôt des motifs de courtes séquences d'acides aminés (9 à 11) pour s’y lier 
(Yang et al., 1994). Ces courtes séquences  jouent ainsi un rôle dans la motilité cellulaire et la 
prolifération (Samuel et al., 1993; Sherman et al., 1994).  
De même,  malgré la présence de la protéine RHAMM à la surface cellulaire (Samuel 
et al., 1993; Sherman et al., 1994; Grarnmatikakis et al., 1995; Kimura et al., 1997; Bajorath 
et al., 1998; Crainie et al., 1999), cette classe de hyaladhérine est  caractérisée par une 
absence de séquence signal et de domaine transmembranaire et la façon par laquelle 
RHAMM est transporté à la membrane n’est toujours pas claire. 
Comme CD44, l’expression de RHAMM varie selon le type cellulaire. Par exemple, elle 
est absente ou faible dans les tissus différenciés normaux in vivo ou dans les cellules non-
transformées in vitro (Turley et al., 1989; Pilarski et al., 1994, 1999; Zhang et al., 1998), et 
elle est augmentée dans les fibroblastes après la stimulation de TGF béta et l’expression de 
l’oncogène ras (Turley et al., 1991; Hardwick et al., 1992; Turley et al., 1993; Hall et al., 
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1995). Dans certains cancers, notamment le cancer du sein, l’expression de RHAMM est 
associée à un facteur indépendant de mauvais pronostic (Wang et al., 1998).  
 
B.3.2.2. Structure de RHAMM 
 
Deux ADNc murins de RHAMM ont été initialement isolés à partir de fibroblastes 
(Entwistle et al., 1995; Hofmann et al., 1998). Plus tard, l’isolation d'un ADNc RHAMM 
humain, plus long que les deux trancrits murins de RHAMM, a été nommé « fragment entier 
de RHAMM », et également appelé v5 (Wang et al., 1996) (figure 16.1). Par la suite, la 
séquence de cet ADNc humain a été confirmée (Assmann et al., 1998) et un homologue 
murin à cette forme de RHAMM a été rapporté (Hofmann et al., 1998; Fieber et al., 1999) 
(figure 16(1)).  
 
Figure 16: Les différentes formes de RHAMM (humain(h) et murin (m) (d’après Harrisson et Turley, 
1999). 
 
RHAMM est codé par un seul gène de 18 exons  et localisé sur le chromosome 5q33.2 
(Spicer et al., 1995). La transcription de l’ARNm de la forme standard de RHAMM (v5) code 
pour la protéine RHAMM intracellulaire de 85 kDa qui possède une structure alternée en 
spirale (Hardwick et al., 1992; Assmann et al., 1999) (Figure 17). 
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Figure 17: Structure secondaire de RHAMM (d’après Harrisson et Turley, 1999). 
 
RHAMM existe sous multiples isoformes de tailles différentes et obtenues par 
épissage alternatif (Wang et al., 1996; Assmann et al., 1998; Hofmann et al., 1998; Crainie et 
al., 1999) (Figure 16). Par exemple, deux variants d'épissage de RHAMM, RHAMM-exon 
4 et RHAMM-exon 13, ont été identifiées chez des patients atteints de myélome et dans des  
lignées cellulaires cancéreuses ( Assmann et al., 1999; Crainie et al., 1999).   
 
B.3.2.3. Fonctions de RHAMM 
 
Comme CD44, la protéine RHAMM exerce plusieurs fonctions notamment : 
-un rôle important dans la régulation de la motilité cellulaire et du cycle cellulaire (Turley et 
al., 1982, 1994; Mohapatra et al., 1996; Toole et al., 1997; Assmann et al., 1998; Hofmann et 
al., 1998; Wang et al., 1998).   
- un rôle dans la transformation de Ras et intervient donc indirectement à la progression 
tumorale et les métastases (Hall et al., 1995).  On sait par exemple que sa surexpression 
dans les tumeurs malignes lymphoïdes B, et d'autres cancers, est corrélée à la progression 
de la maladie (Wang et al., 1998; Crainie et al., 1999).   
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Les fonctions de RHAMM vont également différer selon sa localisation cellulaire : 
- La forme membranaire de RHAMM, exprimée transitoirement dans la plupart des cellules 
(ce qui souligne une activité ponctuelle et non continue), joue un rôle clé dans la régulation 
de la motilité cellulaire (Boudreau et al., 1991; Hardwick et al., 1992; Samuel et al., 1993; 
Hall et al., 1994, 1995; Pilarski et al., 1994; Turley et al., 1994; Nagy et al., 1998; Savani et al., 
1995; Masellis-Smith et al., 1996; Delpech et al., 1997; Zhang et al., 1998, Toole et al., 1997), 
dans la réponse aux facteurs de croissance (Samuel et al., 1993; Zhang et al., 1998) et au 
niveau du cycle cellulaire (Mohapatra et al., 1996). 
- Quant à la forme intracellulaire de RHAMM, elle se lie à des molécules chaperonnes 
impliquées dans la régulation du cycle de cellulaire et la motilité cellulaire (Grammatikakis et 
al., 1995, Masellis et al., 1996; Kimura et al., 1997).  
Donc selon sa localisation subcellulaire et les différents mécanismes par lesquels elle 
se lie à HA, cette protéine va réguler la motilité cellulaire et le cycle cellulaire d'une manière 
qui est fondamentalement distincte de l’autre récepteur à HA qui est CD44. 
 
B.3.2.4. Domaines de RHAMM liés à la motilité 
  
On sait que la protéine RHAMM membranaire peut réguler des signaux générés aussi 
bien par HA (Turley et al., 1982; 1994; Mohapatra et al., 1996; Delpech et al., 1997), que par 
des facteurs de croissance comme le PDGF (Zhang et al., 1998) et le TGF-béta (Samuel et al., 
1993) suggérant ainsi la présence de plusieurs domaines fonctionnels.  
En effet, des études structurelles et fonctionnelles montrent que RHAMM possède 5 
domaines fonctionnels enroulés en hélice alpha et séparés par des phases linéaires (Figure 
17). 
Les domaines D2-D5 sont chacun nécessaires pour la motilité cellulaire médiée par 
RHAMM et pour le passage à travers le cycle cellulaire (Hall et al., 1994; Mohapatra et al., 
1996). La délétion ou la mutation d’un de ces domaines est suffisante pour entraîner 
l’incapacité de RHAMM à transduire le signal (Entwistle et al., 1996).  
 Le domaine D1, par une manière encore mal connue, régule négativement les 
fonctions des domaines D2-D5. La forme v5 (figure 16.1), contenant D1, représente ainsi une 
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forme inactive de RHAMM, alors que les formes variantes comme v4, dépourvues de D1, 
représentent une forme active de RHAMM.  RHAMM ressemble en cela à d’autres protéines 
comme l’oncogène raf qui a besoin d’éliminer une de ses séquences pour être activé.  
Le domaine D2 quant à lui code pour une imparfaite «  leucine zipper », et va 
permettre la liaison de la forme membranaire de à la fibronectine présente dans la matrice 
extracellulaire. Cette interaction va aboutir à la formation de podosomes, l'amélioration de 
la motilité cellulaire, et la libération de métalloprotéinases (Cheung et al., 1999). 
Le domaine D3  médie l’association de RHAMM avec MEK 1, et permet ainsi la 
formation du complexe RHAMM / MEK 1 / erk 1 (Zhang et al., 1998).  
Le domaine D4 est une séquence de 21 acides aminés, répétée jusqu'à 8 fois dans la 
forme murine de RHAMM, et nécessaire pour la liaison complète d’erk 1 à RHAMM. 
L’utilisation d’anticorps dirigés contre ce domaine imite l'effet de l'acide hyaluronique en 
augmentant la motilité cellulaire et en désorganisant les contacts focaux, soulignant ainsi 
l’importance fonctionnelle de ce domaine. 
La fonction du domaine D5 va différer selon la forme de RHAMM mis en jeu. En effet, 
la forme membranaire va utiliser ce domaine pour se lier à HA alors que la forme 
intracellulaire va utiliser ce domaine pour se lier à ERK 1. Une mutation au niveau de ce 
domaine  entraînerait donc la suppression de l’activation d’erk 1 (Hall et al., 1995). 
Enfin, RHAMM contient également de nombreux sites potentiels de modifications 
post-traductionnelles, y compris des sites de N-glycosylations, et également de multiples 
sites de phosphorylations des sérine-thréonine. Les effets possibles que ces modifications 
pourraient avoir sur la localisation subcellulaire de RHAMM et sur les interactions avec les 
autres protéines restent à être déterminés. 
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B.3.2.5 Signalisation RHAMM   
 
 
Figure 18: Rôle de RHAMM dans la régulation des voies de signalisation  ras/erk1 et src (d’après 
Harrisson et Turley, 1999). 
 
 Une caractéristique particulière de la régulation par RHAMM de l'activation 
spécifique de certaines voies de signalisation  est que de surcroît RHAMM contrôle en aval 
l'amplitude de leur "sensibilité" aux facteurs de croissance comme le PDGF. 
 De plus, en fonction de sa forme (1) et de sa localisation (2), RHAMM va activer différentes 
molécules et ainsi différentes voies de signalisation.  
- (1) Un exemple d’activation selon la forme courte de RHAMM (v4): 
La forme courte v4 de RHAMM (figure 16) favorise la signalisation via au moins deux 
commutateurs moléculaires, src et la petite GTPase ras p21 (figure 18) qui peuvent 
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fonctionner comme des oncogènes et qui ont été montrées comme régulant l’assemblage 
du cytosquelette, la prolifération et la motilité.  
· Src est notamment connu pour contribuer à un signal de la motilité en réponse à des 
facteurs de croissance, une propriété qui exige son activité tyrosine kinase, et qui 
médie également des changements au niveau du cytosquelette d'actine.  
· Ras p21 est connu, quant à lui, pour contrôler de multiples voies en aval, dont au 
moins trois voies MAP kinase. Cependant, RHAMM ne semble agir que sur une seule 
d'entre elles, la voie ERK1 kinase. Une fois fixé à la kinase ERK1,  RHAMM peut 
également interagir  indirectement avec l'activateur de cette kinase, MEK1 (Zhang et 
al., 1998).  
- (2) Un   exemple d’activation selon la localisation de RHAMM à la membrane: 
La forme membranaire de RHAMM interagit avec l'acide hyaluronique et la fibronectine 
pour modifier la phosphorylation de l’actine et des protéines de liaison aux intégrines 
comme la kinase d'adhésion focale (FAK) et la cortactine (Hall, Turley et al., 1995).  
En plus des voies de signalisation décrites au- dessus, la fixation d’HA à RHAMM peut 
entraîner l’activation de la voie de signalisation de la petite GTPase RAC 1 (Gouëffic et al., 
2006). Cette signalisation nous apparaît essentielle puisqu’elle conduit au comportement 
mésenchymateux. 
 
B.4. Rôle de HA dans le processus tumoral 
 
Le rôle de l'acide hyaluronique dans la tumorigenèse a été suggéré par un certain 
nombre d’expérimentations à la fois in vitro et in vivo (Victor et al., 1999). Par exemple, il a 
été démontré in vitro que HA favorisait la motilité des cellules du carcinome mammaire 
(Tanabe et al., 1993; Torre et Fulco, 1993; Auvinen et al., 1997, Pengfei et al., 2012) et qu’il 
existait une corrélation entre la production de HA et la capacité invasive et métastatique de 
lignées cellulaires de carcinomes mammaires de souris et de certaines lignées cellulaires de 
cancer du sein humain (Angello et al., 1982; Sommers et al., 1994; Wang et al., 1996). Enfin, 
la production d’HA suite à l’activation de la voie de signalisation MEK/ERK1 par TGF B, 
conduit à l’induction d’événements de l’EMT (Transition Epithélio-Mésenchymateuse) dont 
l’importance dans le processus tumoral a été soulignée (Friedl et Wolf, 2003). 
 
50 
 
 
B.5. Transition Epithélio-Mésenchymateuse et migration mésenchymateuse 
 
B.5.1. Transition Epithélio-Mésenchymateuse 
 
La Transition Epithélio-Mésenchymateuse est une des phases qu’acquièrent les 
cellules épithéliales soumises à des altérations génétiques et épigénétiques (Thiery, 2002; 
Huber, Kraut et al., 2005; Guarino, 2007; Polyak et Weinberg, 2009). Les cellules perdent 
alors leurs caractéristiques épithéliales notamment leurs liens intercellulaires (perte 
d’expression de la E-cadhérine et de la cytokératine 8 (Cano et al., 2000)) (Figure 19) et leurs 
comportements collectifs, et acquièrent des caractéristiques mésenchymateuses 
notamment un comportement individuel et invasif (Friedl et Wolf, 2003; Friedl, 2004; Sahai 
2005; Pankova, Rosel et al., 2010). 
 
Figure 19: On distingue au cours du processus cancéreux une transition majeure: la Transition 
Epithélio-Mésenchymateuse (EMT). Les cellules cancéreuses acquièrent de nouvelles propriétés 
biochimiques et caractéristiques morphologiques leur permettant de franchir la membrane basale et 
de s’échapper de la tumeur primitive. 
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La régulation transcriptionnelle de l’EMT est complexe, et implique la régulation de la 
différenciation épithéliale par l’induction anormale de multiples facteurs transcriptionnelles. 
B.5.2. Migration Mésenchymateuse 
 
Les cellules cancéreuses ayant subi l’EMT utilisent spontanément une migration de 
type mésenchymateux se traduisant par des séries d’étirement/adhésion/dé-adhésion. Ce 
type de migration est caractérisé par une protéolyse péricellulaire active (Friedl et Wolf, 
2003; Friedl, 2004; Sahai, 2005; Pankova, Rosel et al., 2010), l’établissement de points 
d’ancrages très résistants notamment via des clusters d’intégrines et un cytosquelette 
d’actine structuré. Les points d’adhérence à la MEC, par l’intermédiaire des intégrines, 
participent à l’organisation des filaments d’actine et à la formation de protusions 
membranaires de type lamellipodes (Lauffenburger and Horwitz, 1996) (Figure 20).  
  
     
Figure 20: La morphologie mésenchymateuse est caractérisée par une morphologie étalée 
soutenue par un cytosquelette d’actine organisé en filaments. Il favorise une migration 
protéolytique intégrines-dépendante décrite comme une succession de cycles d’étirement / 
adhésion / dé-adhésion. Figure inspirée de (Yamazaki, Kurisu et al., 2005). 
 
En parallèle à l’acide hyaluronique, il existe dans la MEC une autre molécule 
présentant des similarités avec ce dernier : le Plasminogen Activator Inhibitor de type I (PAI-
1) (Stefanson et al., 2003). En effet PAI-1 est également retrouvé en abondance autour des 
tumeurs les plus invasives (Umeda, Eguchi et al., 1997; Duffy et Duggan, 2004) et constitue 
cliniquement un facteur indépendant de mauvais pronostic (Seetoo, Crowe et al., 2003; 
Harbeck, Kates et al., 2004; Sakakibara, Hibi et al., 2005; Dass, Ahmad et al., 2008). De façon 
encore plus intéressante PAI-1 conduit, ici de façon opposé à HA, à l’induction des 
événements de la MAT qui conduit donc les cellules à adopter une morphologie amiboïde, et 
pourrait ainsi jouer un rôle dans l’échappement métastatique. 
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C. Inhibiteur de l’activateur du plasminogène de type 1 (PAI-1) 
 
Afin de comprendre au mieux PAI-1 ses fonctions et ses effets, il nous faut tout 
d’abord étudier le système Pas (le Système Activateur de Plasminogène) dont PAI-1 fait 
partie. 
 
C.1. Système Pas 
 
Le système d’activation du plasminogène, initialement impliqué dans la fibrinolyse, 
participe à la dégradation de la matrice extracellulaire ainsi qu’à l’activation de diverses 
MMPs, contribuant ainsi à augmenter les capacités invasives des cellules tumorales. En plus 
de PAI-1, ce système comprend principalement le plasminogène, la plasmine, l’activateur du 
plasminogène de type urokinase (upA), le récepteur membranaire de l’activateur du 
plasminogène (uPAR), le récepteur transmembranaire de la macroglobuline alpha2M-LRP. 
 
C.1.1. Le plasminogène 
 
Le plasminogène natif (ou ‘Glu-plasminogène’, de son acide glutamique N-terminal) 
est une glycoprotéine de 92 kDa dont le gène se nomme PLG et est localisé sur le 
chromosome 6 (6q26). Le plasminogène est composée d’une seule chaîne polypeptidique, 
principalement synthétisée par les hépatocytes (Zhang, Seiffert et al., 2002). C’est le 
zymogène inactif de la plasmine, une protéase à sérine, et contient 790 acides aminés, 24 
ponts disulfures intra-chaînes et 5 domaines "kringle" (Collen et Lijnen, 1984) (figure 21).  
La conversion du plasminogène en plasmine peut être catalysée par plusieurs activateurs 
physiologiques et pathologiques. Ceci inclut les protéases à sérine telles que uPA, tPA, ainsi 
que des activateurs non enzymatiques, telles que la streptokinase et la staphylokinase. Les 
activateurs non enzymatiques forment un complexe équimolaire avec le plasminogène qui 
pourra activer d’autres molécules de plasminogène, alors que les activateurs enzymatiques 
clivent directement le plasminogène. 
Dans les deux cas, le plasminogène est converti en plasmine par une hydrolyse 
spécifique entre les résidus Arg560 et Val561 (figure 21). Ceci conduit à une molécule à deux 
chaînes polypeptidiques (la plasmine) composée d’une chaîne lourde en N-terminal (A) et 
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d’une chaîne légère en C-terminal (B). Les deux chaînes sont reliées entre elles par deux 
ponts disulfures. La chaîne A contient les 5 domaines kringle et a une masse moléculaire de 
12 à 65 kDa, selon le type de plasminogène dont il dérive. La chaîne B de 25 kDa contient le 
site catalytique, qui se résume aux 3 résidus His602/Asp645/Ser740. 
                                    
Figure 21: les domaines structuraux de pro-uPA et du plasminogène. SPD, domaine de protéinase à 
sérine ou domaine catalytique ; K, domaine kringle ; G, domaine d’homologie aux facteurs de 
croissance. Les flèches pleines indiquent la position des sites de clivage pour la conversion de la 
forme zymogène à la forme active de l’uPA et de la plasmine. La flèche blanche indique la position du 
site de clivage pour la conversion de la forme HMW-uPA à la forme LMW-uPA. (d’après Andreasen et 
al., 1997). 
 
De plus, théoriquement, toutes les cellules sont capables de lier le plasminogène 
grâce à leurs abondants récepteurs de surface de faible affinité, qui reconnaissent les 
domaines kringle (Redlitz et Plow, 1995). Le plasminogène lié aux cellules est plus facilement 
activable que le plasminogène libre et une fois activé, il est protégé des inhibiteurs 
plasmatiques de protéases (Stephens et al., 1989). De même, le plasminogène lié à la MEC 
est beaucoup plus facilement activable par l’uPA et le tPA et est moins facilement inhibé par 
l’ α2-antiplasmine que le plasminogène non lié (Knudsen et al., 1986). 
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C.1.2. La plasmine 
 
La plasmine appartient donc à la classe des protéinases à sérine et possède une 
spécificité de substrat identique à la trypsine. Elle hydrolyse les liaisons peptidiques entre 
des résidus lysine et arginine. Outre son rôle connu dans la fibrinolyse, la plasmine est 
également capable de cliver directement un grand nombre de molécules, notamment des 
composants de la MEC (fibronectine, thrombospondine, laminine…). En activant certaines 
MMPs, elle contribue indirectement à la dégradation des collagènes, de l’élastine et des 
protéoglycannes. En effet la plasmine peut activer directement la pro-MMP-1, la pro-MMP-
3, la pro-MMP-9 ainsi que les pro-MMPs-10 et -13 (Eeckhout et Vaes, 1977; He et al., 1989; 
Suzuki et al., 1990; Okada et al., 1992). Elle est également impliquée dans l’activation de la 
pro-MMP-2 sécrétée par les cellules en culture (Mazzieri et al., 1997) et il a été démontré 
qu’elle est aussi capable d’activer l’activateur physiologique de la MMP-2 : la MT1-MMP, de 
manière extracellulaire (Okumura et al., 1997). On parle alors de cascades protéolytiques. 
Ainsi, les deux systèmes protéolytiques coopèrent étroitement dans les remodelages de la 
MEC. La plasmine peut être inhibée par des inhibiteurs standards de protéinases à sérine et 
par les inhibiteurs endogènes que sont l’α2-antiplasmine, α2-macroglobuline, α1-
antitrypsine et la protéase nexine-2 (Kwaan, 1992; Van Nostrand et al., 1990). L’inhibiteur 
physiologique le plus important de la plasmine est l’α2-antiplasmine, une protéine Arg-
serpin de 70 kDa. 
 
C.1.3. L’activateur du plasminogène de type urokinase (uPA) 
 
L’activateur du plasminogène de type urokinase (uPA) est une protéase à sérine, codé 
par le gène PLAU localisé sur le chromosome 10 (10q24). Cette glycoprotéine possède un 
domaine protéasique à son extrémité amino-terminale (Castellino et Ploplis, 2005), un site 
catalytique Ser-protéase à son extrémité carboxyterminale, un domaine de liaison de haute 
affinité au récepteur uPAR (Alfano et al., 2005) et un site de liaison pour les inhibiteurs de la 
protéase , notamment PAI-1 (Gunzler et al., 1982a; 1982b; Alfano, Franco et al., 2005). uPA 
est sécrété sous la forme inactive pro-uPA, avec une seule chaîne peptidique (sc-uPA) et est 
activé par endoprotéolyse de la liaison peptidique Lys 158-Ile159 sous l’action de différentes 
protéases dont la plasmine (Sun, Chen et al., 2002) qui est l’activateur physiologique 
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principal de l’uPA. L’hydrolyse de l’uPA donne naissance à une forme avec 2 chaînes 
peptidiques (A et B) reliées par un pont disulfure (Dellas et Loskutoff, 2005). uPA possède 
une grande spécificité envers le plasminogène, dont il peut cliver la forme simple chaîne 
pour former la plasmine active, qui en retour active de nombreuses protéases, notamment 
les métalloprotéases de type matriciel (MMPs) (Collen et Lijnen, 2005) et facilite la 
dégradation de la matrice extracellulaire (Kjoller, 2002; Dass, Ahmad et al., 2008). uPA est 
produite en particulier par les cellules vasculaires endothéliales et musculaires lisses, les 
leucocytes, les fibroblastes, et les cellules épithéliales (Montuori, Rossi et al., 2002) et sa 
surexpression est souvent corrélée à la tumorigenèse (Andreasen et al., 1997 et 2000). En 
effet, il a été démontré dans plusieurs types de cancers dont le cancer du sein, que 
l’hyperexpression d’uPA est un facteur de mauvais pronostic (Duffy et al., 1990). De plus de 
nombreuses évidences, obtenues à partir de tests de migration in vitro confortent l’idée que 
le système plasminogène/plasmine régule la migration cellulaire. Mais les effets d’uPA sur la 
migration cellulaire peuvent être causés aussi bien par des mécanismes protéolytiques que 
non protéolytiques (Chazaud et al., 2000). 
 
C.1.4. Le récepteur de l’activateur du plasminogène de type urokinase 
 
Le récepteur de l’uPA (uPAR ou CD87) est une glycoprotéine globulaire ubiquitaire 
d’environ 37kDa, qui est codé par le gène PLAUR localisé sur le chromosome 19 (19q13). Il 
comprend 3 domaines homologues d’environ 90 acides aminés chacun et est ancré à la 
membrane plasmique via un groupement glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Andreasen et 
al., 1997)(Figure 22). 
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Figure 22: Structure d’uPAR lié à une molécule d’uPA (d’après Andreasen et al., 1997) . 
 
Il est présent dans de nombreux types cellulaires et lie la pro-uPA et uPA (Ploug 2003) 
avec une haute affinité (Kd = 0,1-1 nM). Le clivage de l’ancrage GPI par une phospholipase C 
libère l’uPAR sous une forme soluble (suPAR). uPAR possède 5 sites de glycosylation 
potentiels et est très glycosylé de manière hétérogène. En effet, sa masse moléculaire 
diminue de 35 kDa après déglycosylation. Sa structure et ses fonctions peuvent être régulées 
par endocytose et par hydrolyse. Différentes études ont montré qu’uPAR participe à 
l’activation d’une cascade protéolytique péricellulaire en se liant à uPA mais joue également 
un rôle dans l’adhésion grâce à sa capacité à se lier directement à la vitronectine et certaines 
intégrines et formant ainsi les complexes [intégrine:vitronectine] et [uPA:PAI-1:vitronectine] 
(Kanse, Kost et al., 1996; Li, Lawrence et al., 2003; Degryse, Resnati et al., 2005; Madsen, 
Ferraris et al., 2007; Madsen and Sidenius, 2008) (Figure 23). De plus, uPAR joue un rôle dans 
la transduction du signal par des voies indépendantes de l’activité protéolytique de l’uPA 
(Andreasen et al., 1997; Behrendt et al., 1995). Par exemple, l’uPA actif et inactif peut 
induire l’expression de c-fos dans certaines cellules et cet effet peut être bloqué par l’uPAR 
soluble (Dumler et al., 1994). Par ailleurs, la liaison d’uPA ou de son ATF à uPAR entraîne une 
rapide phosphorylation et activation d’ERK1 et ERK2, signal requis pour la stimulation de la 
migration de cellules de cancer du sein par uPA (Nguyen et al., 1998). Toutefois, du fait de 
l’absence de domaine intracellulaire dans sa structure, uPAR est incapable de transmettre 
directement le signal à l’intérieur de la cellule. Il doit donc interagir avec d’autres protéines 
cellulaires. Ainsi, plusieurs études ont identifié des protéines adaptatrices candidates, qui 
pourraient faciliter la transmission des stimuli externes par leurs domaines 
transmembranaires et cytosoliques. Parmi ces protéines capables d’interagir avec uPAR, on 
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trouve les intégrines (Chapman et Wei, 2001 ; Ossowski et Aguirre-Ghiso, 2000), des tyrosine 
kinases (Konakova et al., 1998), la caveoline (Stahl et Mueller, 1995; Wei et al., 1999) ou 
encore le récepteur-1 de l’EGF (EGFR-1) (Tsatas et Kaye, 2003). Ces protéines peuvent faire 
le lien entre uPAR et le cytosquelette, ainsi que la machinerie de transduction du signal 
intracellulaire. Enfin comme pour uPA, sa surexpression par les cellules tumorales humaines 
est associée à un pronostic vital défavorable (Fuchs et Allgayer, 2003; Lund et al., 1991 ; 
Shetty et Idell, 1999; Seetoo, Crowe et al., 2003). 
 
 
Figure 23: Rôle du système Pas (schéma tiré de la thèse d’Amandine Cartier-Michaud, 2010). 
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C.1.5. Le récepteur d’internalisation alpha 2-MR et LRP (Low-Density 
Lipoprotein Receptor Related Protein) 
 
L’ α2-MR (504 KDa) et LRP (522 KDa) sont des protéines transmembranaires, codées 
respectivement par les gènes LRP1 (chromosome 12, 12q13-q14) et LRP2 (chromosome 2, 
2q24-q31) et qui ont pour fonction principale l’internalisation du complexe [uPAR:uPA:PAI-1] 
(Stefansson, 1998 ; Czekay, 2001). LRP a été cloné pour la première fois en 1988 (Herz et al., 
1988) et a ensuite été identifié comme un récepteur de l’α2-macroglobuline (α2-M) 
(Kristensen et coll.,1990 ; Strickland et coll., 1990). LRP est responsable de l’endocytose de 
plusieurs familles de protéines incluant les lipoprotéines, les protéases matricielles et les 
protéines de la MEC (Godyna et al., 1995; Mikhailenko et al., 1995; Herz et Strickland, 
2001)(figure 23b). LRP est une protéine hétéro-dimèrique constituée de deux sous-unités de 
515 kDa et de 85 kDa. Il est synthétisé sous la forme d’un seul polypeptide de 4525 acides 
aminés puis est clivé par la furine au niveau de l’appareil de Golgi pour donner deux sous-
unités de 3924 et 601 acides aminés (Herz et al., 1999). Ces deux sous-unités restent liées 
entre elles de manière non-covalente et possèdent deux fonctions indépendantes. LRP 
possède donc différents domaines, agissant indépendamment l’un de l’autre et qui peuvent 
lier plusieurs ligands simultanément. Par exemple, le domaine II peut lier la protéine α2-M, 
le complexe [uPA:PAI-1], la lipase lipoprotéique, le complexe [tPA:PAI-1], et la protéine RAP. 
De plus, bien que α2-M et [tPA:PAI-1] lient le même domaine, ils ne se concurrencent pas 
pour leur attachement à LRP (Bu et al., 1992 ; Nykjaer et al., 1992), indiquant que des sous-
domaines, présents dans les domaines II et encore non-identifiés, déterminent la spécificité 
de liaison de ces ligands (figure 24). Enfin ce récepteur est produit à un taux élevé par les 
hépatocytes (Gliemann, 1998).                            
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Figure 24: Organisation structurale de LRP. Liaison des ligands de LRP aux quatre regroupements 
de domaines de liaison (d’après Herz J et Strickland DK, 2001). 
 
C.2. PAI-1 
 
C.2.1. Généralités 
 
PAI-1 est une glycoprotéine monocaténaire de la famille des serine protease 
inhibitors (SERPINs). La famille des SERPINs regroupe des protéines de structures similaires. 
Elles ont initialement été identifiées comme étant des inhibiteurs de protéases, en 
particulier de sérine-protéases. Les premières qui ont été étudiées sont les protéines 
plasmatiques humaines antithrombine et antitrypsine. Depuis, plus de 1000 SERPINs ont été 
identifiées, dont 36 chez l’Homme. La plupart d’entre elles contrôlent des cascades 
protéolytiques, mais certaines n’ont pas la fonction d’inhibiteur : certaines peuvent assurer 
le transport d’hormones comme la thyroxine-binding globulin, d’autres sont des 
suppresseurs de tumeurs comme la maspin. Les deux tiers des SERPINs humaines exercent 
leur fonction dans le milieu extracellulaire. Par exemple, certaines régulent les cascades 
protéolytiques lors de la formation de clous plaquettaires (antithrombine), la réponse 
inflammatoire (antitrypsine, antichymotrypsine, C1 inhibitor) ou encore la fibrinolyse et le 
remodelage matriciel (PAI-1).  
PAI-1 est le principal inhibiteur de l’uPA (Cubellis, Andreasen et al., 1989). PAI-1 
existe soit sous la forme soluble, active avec une demi-vie de 1 heure ou inactive, soit 
associé à la matrice et active lorsqu’il est lié à la vitronectine (Lawrence, Berkenpas et al., 
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1994; Maquerlot, Galiacy et al., 2006). Sa forme soluble comme sa forme matricielle inhibe 
la migration protéolytique, cependant seule sa forme matricielle, capable de former des 
ponts moléculaires entre la matrice extracellulaire et la cellule, participe à une migration 
non-protéolytique (Bonavaud, Charriere-Bertrand et al., 1997; Planus, Barlovatz-Meimon et 
al., 1997; Chazaud, Bonavaud et al., 2000; Chazaud, Ricoux et al., 2002). 
 
C.2.2. Expression et structure de PAI-1 
 
 Il s’agit d’une glycoprotéine monocaténaire matricielle de  379 acides aminés, et 
d’une masse moléculaire prédictive et apparente de respectivement 42 et 52 kDa (Rijken, 
1995). Il est codé par le gène PLANH1 localisé sur le chromosome 7 (7q21.3-q22). Il ne 
contient pas de résidus cystéine, et par conséquent pas de pont disulfure dans sa structure, 
ce qui pourrait être une cause de son instabilité en solution. En conditions physiologiques, 
PAI-1 est sécrété dans la circulation et dans les espaces extracellulaires par seulement 
quelques types cellulaires : les hépatocytes, les cellules musculaires lisses, les adipocytes et  
les plaquettes sont les sources principales de PAI-1 (Montuori, Rossi et al., 2002). Il en 
résulte une concentration plasmatique assez faible, d’environ  20ng/ml, néanmoins 
suffisante pour contrôler la fibrinolyse et la protéolyse extracellulaire. En conditions 
pathologiques, toutefois, plusieurs autres tissus sécrètent de grandes quantités de PAI-1, 
comme par exemple les cellules tumorales, les  cellules endothéliales en réponse aux 
cytokines inflammatoires et d’autres cellules activées par l’inflammation. Dans la biologie 
des cellules  cancéreuses, une forte concentration de PAI-1 prédit un phénotype 
métastatique plus agressif (Andreasen et al., 1997) . 
PAI-1 présente plusieurs conformations (Nar et al., 2000). Au delà des formes actives 
et inactives, un état latent a également été identifié. La forme active se convertit 
spontanément en forme latente avec une demi-vie d’environ 1h (Hekman et Loskutoff, 
1988). 
Sous sa forme matricielle, PAI-1 a besoin de se lier à son cofacteur, la vitronectine, 
pour conserver sa forme active (Lawrence, Berkenpas et al., 1994; Maquerlot, Galiacy et al., 
2006). Chez l’Homme, les complexes SERPIN/enzyme sont rapidement éliminés. Chez les 
mammifères d’une manière générale, l’élimination de ces complexes se fait via le récepteur 
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LRP (Low-density receptor-related protein) qui lie les complexes formés par PAI-1 et entraîne 
leur internalisation (Cao et al., 2006; Jensen et al., 2009). 
 
C.2.3. Rôle de PAI-1 selon ses conformations 
 
L’activité de PAI-1 est finement régulée au niveau transcriptionnel. Le régulateur 
majeur de l’expression et également de l’activité locale de PAI-1 est le TGF-β (Transforming 
Growth Factor β). L’activité de TGF-β est d’autre part elle-même régulée par PAI-1, car uPA 
est capable d’activer le TGF-β latent. Sa fonction majeure est de s’opposer au système 
fibrinolytique en inhibant les activateurs du plasminogène. PAI-1 joue donc un rôle majeur 
dans l’homéostasie vasculaire en participant au contrôle de la coagulation intravasculaire et 
au remodelage matriciel. Depuis quelques années, il est devenu évident que PAI-1 pouvait 
influencer le comportement des cellules à travers des activités indépendantes de ses effets 
inhibiteurs sur uPA et tPA et sur la génération de plasmine. En particulier, PAI-1 module 
l’adhésion et la migration cellulaire (Lin, Ke et al., 2007), et apparaît jouer un rôle important 
dans l’inflammation, l’angiogénèse et la formation de métastases. Ces activités impliquent 
des interactions complexes entre PAI-1, vitronectine, uPAR et certains récepteurs 
d’intégrines, avec des résultats observés différents, selon le type cellulaire et la composition 
de leur microenvironnement immédiat (Blasi, 1997; Loskutoff et al., 1999; Stefansson et 
Lawrence, 1996). Sous sa forme soluble ou matricielle, lorsque PAI-1 actif est en faible 
concentration, il inhibe moins l’uPA et favorise ainsi la migration protéolytique (Kjoller 2002; 
Dass, Ahmad et al., 2008) (Figure 23a). Par contre lorsque PAI-1 matriciel est en forte 
concentration, il va inhiber la migration protéolytique dépendante de l’uPA, et favoriser une 
migration non-protéolytique. En effet, quand PAI-1 est lié à la vitronectine, et qu’uPA est lié 
à uPAR, la formation du complexe PAI-1-uPA-uPAR après détachement de la vitronectine, 
conduit à la formation d’un pont moléculaire de faible adhérence. Puis l’endocytose du 
complexe uPAR-uPA-PAI-1 par le biais d’un récepteur spécifique de l’internalisation, le 
alpha2MLRP (Nykjaer, Conese et al., 1997; Stefansson, Muhammad et al., 1998; Czekay, 
Kuemmel et al., 2001) entraîne la dégradation du complexe uPA-PAI-1 (Cubellis, Wun et al., 
1990; Estreicher, Muhlhauser et al., 1990) tandis que le récepteur uPAR est recyclé à la 
membrane (Nykjaer et al., 1997; 1992). C’est cette succession de cycles d’adhésion PAI-1-
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dépendante / dé-adhésion /recyclage qui assure l’entretien dans le temps d’une migration 
non-protéolytique. 
PAI-1 peut également jouer un rôle d’inhibition de la migration uPAR et intégrines 
dépendantes. Une découverte clé qui semble être à la base de ces effets est le fait que PAI-1 
et uPAR sont en compétition pour un domaine de liaison commun situé dans l’extrémité N-
terminale de la vitronectine, proche de la séquence RGD, qui lie les intégrines αvβ3 
(Loskutoff et al., 1999). Il s’avère que c’est PAI-1 qui a un effet dominant et se lie de façon 
majoritaire à la vitronectine. Ainsi en empêchant donc la formation de la liaison uPAR-
vitronectine, PAI-1 inhibe la migration uPAR-dépendante (Deng, Curriden et al., 1996; Waltz, 
Natkin et al., 1997).En plus d’inhiber la migration uPAR-dépendante, PAI-1 inhibe également 
l’adhésion et la migration médiée par les interactions entre les intégrines  αvβ3  et la 
vitronectine, par encombrement stérique (Stefansson and Lawrence 1996; Kjoller, Kanse et 
al., 1997; Germer, Kanse et al., 1998; Deng, Curriden et al., 2001; Czekay, Aertgeerts et al., 
2003; Stefansson, Su et al., 2007; Czekay et Loskutoff, 2009) (Figure 23). 
Cette inhibition par PAI-1 de la migration mésenchymateuse intégrines-dépendante et son 
entretien de la migration non protéolytique, amiboïde, intégrines –indépendantes, confère à 
PAI-1 un rôle dans la transition mésenchymo-amiboïde (MAT). 
Mais comme pour toutes les composantes du microenvironnement on ne peut plus se 
contenter de considérer telle ou telle protéine ou tel ensemble ou tel assemblage 
moléculaire, encore faut il définir quelle conformation ou quel fragment de la protéine est 
capable de jouer le rôle, avec quel récepteur, sous quelles conditions physico-chimiques 
(anoxie etc) ou dans quel environnement… 
 
C.3. Transition mésenchymo-amiboïde (MAT) et migration amiboïde 
 
C.3.1. Transition mésenchymo-amiboïde  
 
Dans certaines conditions environnementales, les cellules tumorales qui ont donc 
déjà connu la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) peuvent subir une deuxième 
transition, appelée « transition mésenchymo-amiboïde » (MAT). Dans ce cas, le 
cytosquelette d’actine fibrillaire se réorganise en anneaux, abandonnant la formation en 
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fibres de stress. Cette réorganisation en une architecture plus légère avec redistribution 
diffuse et corticale de l’actine, se trouve sous le contrôle de l’activation de la protéine ROCK-
1 et de son effecteur, la petite GTPAse RhoA (Sahai et Marshall, 2003; Cartier-Michaud et al., 
2012). ROCK-1 va être capable d’activer la chaîne légère de la myosine (MLC), qui joue un 
rôle indispensable dans la dynamique des blebs (Mills, Stone et al., 1998), soit en la 
phosphorylant directement (Amano, Ito et al., 1996) ou soit en inhibant la MLC phosphatase 
(Kimura, Ito et al., 1996; Kawano, Fukata et al., 1999). La morphologie blebbante se 
caractérise par un arrondissement général de la cellule et la formation/déformation de 
nombreux bourgeonnements ou « blebs ». Ce sont ces rapides modifications 
morphologiques (successions d’extension / contraction du cytosquelette d’acto-myosine), de 
faible adhérence et  intégrines-indépendantes, qui vont permettre à la cellule cancéreuse de 
se faufiler à travers la matrice extra-cellulaire (Friedl and Wolf, 2003; Friedl, 2004; Sahai, 
2005; Pankova, Rosel et al., 2010). Plusieurs étapes sont observées lors de la formation et la 
déformation d’un bleb (Charras, Hu et al., 2006; Charras and Paluch, 2008): 
-phase d’initiation caractérisée par la rupture ou le décollement local du cortex d’actine. La 
forte pression hydrostatique qui s’exerce alors sur la membrane, provoque son étirement et 
la formation d’un bleb.  
- phase d’expansion où la membrane se décolle progressivement du cortex d’actine en 
augmentant le diamètre de la base du bleb, jusqu’à ce qu’il atteigne sa taille maximale. 
- phase d’assemblage du cortex où l’actine est polymérisée et reforme un cortex sous la 
membrane grâce à l’accrochage des protéines de liaison de la famille des ERM (Ezrine / 
Radixine / Moesine). 
- phase de rétraction qui se caractérise par la déformation du bleb due à l’activité locale de 
Rho / ROCK qui induit la contraction de la myosine recrutée à l’intérieur du bleb. 
(Figure 25).  
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Figure 25: Mécanisme du blebbing. Le cycle de vie d’un bleb est subdivisé en quatre phases : son 
initiation, son expansion, l’assemblage du cortex et sa rétraction (Charras and Paluch, 2008). 
 
Lorsque la cellule tumorale utilise la morphologie amiboïde pour se faufiler à travers 
la matrice extra-cellulaire, on parle alors de migration amiboïde. 
 
C.3.2. Migration amiboïde 
    
 Ce type de migration, complètement différent de la migration mésenchymateuse, a 
d’abord été décrit chez Dictyostelium (Yumura, Mori et al., 1984; Devreotes et Zigmond, 
1988; Fey, Stephens et al., 2002) puis chez les leucocytes (Devreotes et Zigmond, 1988; 
Friedl, Borgmann et al., 2001) et enfin chez certaines cellules cancéreuses (Enterline et 
Coman, 1950; Condeelis, Jones et al., 1992). Les cellules migrant de façon amiboïde n’ont ni 
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recours à une activité protéasique, ni aux intégrines (Friedl, 2004; Wolf et al., 2003) ; en 
revanche elles utilisent de nombreux points d’ancrage de faible intensité et des séquences 
d’adhésion/dé-adhésion très rapides (Brakebush et al., 2002; Friedl et al., 1998). Cette 
migration des cellules cancéreuses, est considérée comme "le" comportement migratoire 
spécifique de l’échappement métastasique (Wolf, Mazo et al., 2003; Carragher, Walker et al., 
2006; Gadea, Sanz-Moreno et al., 2008; Mishima, Naotsuka et al., 2010). 
Notre équipe a montré que la molécule matricielle  PAI-1 promouvait le comportement 
amaeboïde. HA, de son coté, est décrit comme influençant les cellules plutôt vers un 
comportement mésenchymateux et pourtant est considéré comme un facteur de mauvais 
pronostic au même titre que PAI 1. 
 Comment concilier les effets contradictoires de ces deux molécules du 
microenvironnement et leur participation au même processus cellulaire ? Le processus 
métastatique n'est pas un processus continu mais discontinu, en autre parce-que les cellules 
vont alterner la migration et la prolifération. Par définition ce processus exige une plasticité 
importante des cellules concernées puisque qu'il peut être comparé à un voyage cellulaire 
sur, dans,  au travers d'un environnement en perpétuelle mutation. Les cellules devront 
donc passer par différents états (mésenchymateux et amaoeboide en particulier) 
éventuellement de manière réversible. Nous pouvons faire l'hypothèse que PAI 1 et HA 
n'influencent pas la même séquence du film mais concourent à son aboutissement : la 
création d'une tumeur secondaire. 
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS 
 
Notre étude a consisté à décortiquer les interactions entre deux éléments d'effet 
apparemment contradictoires sur la morphologie cellulaire. Comme HA, PAI-1 est retrouvé 
en abondance autour des tumeurs les plus invasives (Umeda, Eguchi et al., 1997; Duffy et 
Duggan, 2004) et constitue cliniquement un facteur indépendant de mauvais pronostic 
(Seetoo, Crowe et al., 2003; Harbeck, Kates et al., 2004; Sakakibara, Hibi et al., 2005; Dass, 
Ahmad et al., 2008). Cependant, à l’opposé de PAI-1 qui promeut essentiellement la 
morphologie amiboïde des cellules tumorales via l’activation de la voie RhoA-ROCK1 (Cartier-
Michaud et al., 2012), deux caractéristiques d’une migration de type amiboïde, récemment 
montré comme le type de migration des cellules métastatiques (Friedl, 2003), HA entraîne 
les cellules tumorales à adopter  une morphologie mésenchymateuse via l’activation de 
RAC1 par RHAMM. 
 L'addition des deux molécules peut-elle annuler leur effet spécifique? Comment 
réconcilier les effets observés sur des cultures cellulaires, du rôle décrit in vivo pour ces deux 
molécules ? 
 L’objectif de cette thèse va donc être de comprendre quel comportement 
adopterait une cellule issue de tumeur du sein, qui rencontrerait l’une ou l’autre ou à la fois 
ces 2 molécules. 
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MATERIELS ET METHODES 
 
A. Culture cellulaire 
 
Afin d’étudier l’influence du microenvironnement cellulaire, en particulier celle de 
l’acide hyaluronique (HA) et de PAI-1, sur le comportement des cellules cancéreuses, nous 
avons utilisé une lignée très invasive, MDA-MB-231 ([Réf. HTB-26], ATCC), qui expriment ces 
deux composants de la matrice extracellulaire (Montgomery et al., 2012). Les cellules MDA-
MB-231 sont des cellules épithéliales issues d’une métastase pleurale d’un adénocarcinome 
mammaire humain.   
 
Les cellules MDA-MB-231 sont maintenues en culture dans du milieu de culture 
Leibovitz L-15 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) complémenté par 10% de sérum de veau fœtal 
(SVF) (Sigma, Saint-Louis, MO, USA) et 1% de Pénicilline / Streptomycine (Invitrogen). Les 
cellules sont incubées à 37°C sous atmosphère humide en absence de CO2.  
Les passages sont effectués au 3ème (J3) ou au 4ème jour (J4) après ensemencement lorsque 
les cellules sont en phase exponentielle de croissance. Après élimination du milieu et rinçage 
des cellules, celles-ci  sont détachées avec une solution de trypsine-EDTA 1X (Invitrogen). 
Après neutralisation de l’action de la trypsine par ajout du milieu de culture, les cellules sont 
centrifugées à 300g pendant 10 minutes à température ambiante, puis réensemencées à 
une densité de 30 000 cellules/cm2.Le milieu est renouvelé à J2 lorsque le passage est prévu 
à J4. 
Pour la réalisation des expériences les cellules sont utilisées après un minimum de 4 
passages après décongélation et à J3 après ensemencement. 
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B. Etude de la morphologie cellulaire et du cytosquelette 
 
B.1. Préparation des microenvironnements (« Coating ») et ensemencement des 
cellules 
 
En parallèle des microenvironnements enrichis en HA et en PAI-1, un autre 
microenvironnement est utilisé comme témoin : un microenvironnement non enrichi, 
nommé « témoin » dans nos expériences, et permettant d’étudier le comportement des 
cellules sur une matrice qu’elles auront elles-mêmes fabriquées. 
Ainsi pour comparer l’effet de ces différents microenvironnements sur le 
comportement des cellules, on utilise des plaques de 4 puits (surface de 1,9 cm2 par puits) 
dans lesquelles on dépose des lamelles de verre acidifiées au préalable pendant 1 heure 
dans de l’acide acétique à 50% afin de favoriser la fixation des cellules. Après rinçage des 
lamelles au PBS2-  les différentes solutions de microenvironnement matriciel sont préparées : 
PAI-1 14-1b (recombinant actif fourni par le Pr Daniel Lawrence, Université de Michigan, 
USA) dilué dans du  PBS2-; HA (Hyaluronic acid sodium salt, extrait de Streptococcus 
zooepidemicus, [Réf. H9390], Sigma-Aldrich) dilué dans du PBS2-. Les solutions de PAI-1 et de 
collagène sont déposées dans les puits et mises à incuber pendant 3 heures à 37°C. La 
solution de HA est ajoutée lors de l’ensemencement des cellules. Les puits « témoins » sont 
préparés avec des lamelles de verre non recouvertes de solution de « coating ». Après 
élimination de la solution de « coating », les puits sont rincés une fois avec du PBS2-, puis les 
sites non spécifiques sont saturés par incubation pendant 30 minutes à 37°C avec une 
solution de saturation Leibovitz L-15-1% P/S (Pénicilline/Streptomycine)-1% BSA (Bovin 
Serum Albumin, [Réf. A3059], Sigma-Aldrich). Pendant cette étape, les cellules MDA-MB-231 
(au stade J3 de culture) sont trypsinées et suspendues dans du milieu appauvri Leibovitz L-
15-1% P/S-1% BSA. Une fois la saturation terminée, la suspension cellulaire en présence ou 
non de HA (concentration variable, cf infra) et/ou des anticorps anti-RHAMM (25 µg/mL ; 
[Réf. sc-16170] Santa Cruz Biotechnology),, anti-CD44 (25 µg/mL ; [Réf. sc-7946] Santa Cruz 
Biotechnology), ou des anticorps non relevants (25 µg/mL ; IgG de lapin [Réf. sc-2027] et IgG 
de chèvre [Réf. sc-2028] Santa Cruz Biotechnology), est déposée dans les puits à une densité 
de 100 000 cellules/cm2. Les cellules sont ensuite incubées à 37°C en absence de CO2. La 
majorité des expérimentations sont réalisées avec des dépôts en PAI-1 matriciel de 20 
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µg/cm2 et en collagène de 10 µg/cm2, et l’ajout de HA à la concentration de 125 µg /mL. Lors 
des études de « dose-dépendance », les cellules sont déposées sur des doses variables de 
PAI-1 (2, 5, 10, 20 et 40 µg/cm2) pour une même durée de contact (1H ou 3H). Lors des 
études des « effets temps », les cellules sont déposées pendant des temps variables de 1H, 
2H, 3H avec des concentrations en protéines matricielles fixes de 20 µg/cm2 pour PAI-1, et 
125 µg/mL pour HA. 
 
B.2. Marquage par immunofluorescence 
 
Afin d’étudier la présence et la localisation des protéines d’intérêt dans notre étude, 
des expériences d’immunofluorescence sont réalisées. Les cellules incubées à 37°C sur des 
lamelles de verre « coatées » sont, après élimination du milieu, fixées par incubation 
pendant 10 minutes avec une solution de formaldéhyde (3,65 % (v/v) dans du PBS2-). Après 
quatre lavages rapides dans du PBS2-, les cellules sont perméabilisées avec une solution de 
Triton X-100 à 0,1% pendant 2 minutes à l’abri de la lumière. Les cellules sont ensuite rincées 
au PBS2-, et les sites non spécifiques sont saturés par incubation pendant 20 minutes à 
température ambiante et à l’abri de la lumière avec une solution de saturation (BSA 1 % 
(p/v) diluée dans le PBS2-). L’actine fibrillaire (f-actine) est marquée en incubant les cellules 
pendant 30 minutes à l’abri de la lumière dans une solution de Phalloïdine-TRITC ([Ref. 
P1951] Sigma-Aldrich) (1 μg/mL) diluée dans du PBS2-/1% BSA. L’ADN est marqué en 
incubant les cellules pendant 4 minutes à température ambiante à l’abri de la lumière avec 
une solution de 4,6-diamidino-2-phénylindole dihydrochloride (DAPI) (dilution 1/50000 dans 
du PBS2- ; [Ref. D1306] Invitrogen).Les cellules sont ensuite incubées pendant deux heures 
en chambre humide à température ambiante avec l’anticorps primaire désiré, dilué dans du 
PBS2-/1% BSA. Les anticorps primaires utilisés sont : l’anti-PAI-1 (dilution 1/200ème ; Réf. 
Sc-8979] Santa Cruz Biotechnology), l’anti-uPA (dilution 1/200ème ; [Réf. sc-14019] Santa Cruz 
Biotechnology), l’anti-uPAR (dilution 1/200ème ; [Réf. sc-32765] Santa Cruz Biotechnology), 
l’anti-RHAMM (dilution 1/50ème; [Réf. sc-16170] Santa Cruz Biotechnology), l’anti-CD44 
(dilution 1/200ème ; [Réf. sc-7946] Santa Cruz Biotechnology). Après trois lavages avec le PBS2-
, les cellules sont incubées pendant une heure en chambre humide à température ambiante 
avec l’anticorps secondaire couplé à un fluorophore TRITC (dilution 1/100
ième ; [Réf. sc-3841, 
sc-3796] Santa Cruz Biotechnology), ou FITC (dilution 1/100ième ; [Réf. sc-2090] Santa Cruz 
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Biotechnology), ou Alexa Fluor 350 (dilution 1/100ième ; [Réf. A11045] Invitrogen) ou Alexa 
Fluor 488 (dilution 1/100ième ; [Réf. A11008, A11001, A11055] Invitrogen). Après trois lavages 
dans le PBS2-, les lamelles contenant les cellules sont montées sur des lames de verre à l’aide 
du milieu de montage mowiol (0,1 M Tris-HCI pH 8,5, 4mM mowiol, 3,6 M glycérol). Après 
séchage des lames à l’air libre, des points de vernis sont déposées autour des lamelles pour 
obtenir une meilleure fixation.  
B.3. Prise d’images 
 
La morphologie cellulaire est étudiée à l’aide d’un système Apotome de formation 
d’image en 3 dimensions. Celui-ci comprend un microscope inversé Zeiss-Axiovert 200M 
muni d’une caméra Axiocam MRm, d’une platine motorisée et de deux sources 
d’illuminations (100W HBO Mercury et HAL 100 Halogen), l’ensemble couplé à un 
ordinateur. Les filtres utilisés et leurs longueurs d’onde d’excitation et d’émission 
permettant de voir les cellules en fluorescence sont les suivants :  
Filtre « bleu » : excitation/émission : 365/397 nm  
Filtre « vert » : excitation/émission : 450-490/515-565 nm 
Filtre « rouge » : émission/excitation : 546/590 nm 
Les photographies des marquages cellulaires sont prises à l’aide du logiciel d’acquisition 
Axiovision 4.4. 
B.4. Analyse de colocalisation 
 
La colocalisation de deux protéines a été évaluée en utilisant le logiciel d’acquisition 
Axiovision 4.4. Le pourcentage de colocalisation de deux protéines, à savoir le pourcentage 
de pixels colocalisés par rapport au nombre total de pixels pour chaque protéine détectée, a 
été obtenu en sélectionnant des quadrants autour des cellules et en fixant un seuil 
d'intensité significatif pour les deux canaux (un niveau de gris de 100, avec un fond réglé à 
50 et un signal maximum à 1000). La moyenne du pourcentage de colocalisation et l’écart-
type ont été calculées en analysant entre 22 et 46 cellules.  
 
B.5. Quantification des morphologies cellulaires 
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Les morphologies cellulaires sont quantifiées à l’aide du plugin Cell Counter du 
logiciel ImageJ à partir de 8 à 24 photos prises de façon indépendante pour chaque condition 
expérimentale. Trois morphologies sont distinguées : mésenchymateuse, amiboïde et ronde, 
et une quatrième classe regroupe les cellules de morphologies indéterminées. Afin d'éviter 
les biais dus à la variation du nombre total de cellules inter-photos, les proportions de 
cellules comptabilisées sur chaque photo sont transformées en pourcentages du nombre 
total de cellules comptées. Tous les résultats obtenus pour une même condition d'étude 
sont moyennés et l’écart type à la moyenne est calculé. 
C. Etude de l’expression des protéines 
 
C.1. Western Blot 
 
Dans le but d’évaluer l’expression des protéines d’intérêt, des expériences de 
« western blotting » sont réalisées. Les cellules MDA-MB-231 ont été ensemencées dans des 
puits de 1,9 cm2 à une densité de 100000 cellules par cm2 en utilisant 2 puits pour chaque 
condition microenvironnementale : Témoin, PAI-1 20µg/cm2, HA 125µg/ml, PAI-1 20µg/cm2 
+ HA 125µg/ml. Au bout de 1H, 2H, et 3H, les cellules sont lysées avec le tampon de lyse 
RIPA (Tris pH 7.5 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1mM, 10% glycérol, 0,5% NP40 auquel on a 
ajouté un inhibiteur de protéases ([Réf. 11836170001] Roche, Basel, Switzerland). Les lysats 
sont ensuite centrifugés à 14000 rpm à 4°C pendant 10 minutes pour éliminer les débris 
cellulaires. Les surnageants sont stockés à –80°C. La concentration de protéines est 
déterminée par un dosage protéique en utilisant la technique colorimétrique de Bradford 
Reagent ([Réf. B6916] Sigma-Aldrich) afin de déposer la même quantité de protéines sur le 
gel.  
Après dénaturation des protéines à l’aide des solutions Sample Reducing Agent et 
Bleu LDS Sample Buffer (NuPAGE MOPS SDS Buffer Kit [Réf. NP0050] Invitrogen) à 70°C 
pendant 10 minutes dans un bain à sec, 10µg de protéines sont chargées dans un gel Bis-Tris 
4-12% ([Réf. NP0322BOX] Invitrogen). L’électrophorèse est réalisée à 200 volts pendant 60 
minutes dans un tampon de migration NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer ([Réf. NP0001], 
Invitrogen). Le transfert est effectué à 30 Volts pendant 90 minutes sur une membrane de 
nitrocellulose (HYBOND ECL, [Réf. RPN78D] Amersham) dans un tampon de transfert 
(NuPAGE® Transfer Buffer, [Réf. NP0006] Invitrogen) avec 10% éthanol. La membrane est 
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ensuite saturée dans le tampon PBS 1X-Tween 0,1% contenant 5% de lait écrémé pendant 
1h à température ambiante puis rincée dans le tampon PBS 1X-Tween 0,1% et hybridée dans 
du PBS-Tween 0,1% contenant 2% de lait écrémé et l’anticorps primaire anti-RHAMM (=E-
19) (dilution 1/200ème ; [Réf. sc-16170] Santa Cruz Biotechnology), anti-CD44 (=H-300) 
(dilution 1/200ème ; [Réf. sc-7946] Santa Cruz Biotechnology,), anti-PAI-1 (=H-135) 
(dilution 1/200ème ; [Réf. sc-8979] Santa Cruz Biotechnology,), anti-uPAR (=FL-290) 
(dilution 1/200ème ; [Réf. sc-10815] Santa Cruz Biotechnology,) pendant la nuit à 4°C. Après 5 
lavages de 5 minutes chacun avec du PBS 1X-Tween 0,1%, la membrane est hybridée 
pendant une heure à température ambiante dans du PBS 1X-Tween 0,1% contenant 2% de 
lait écrémé et l’anticorps secondaire couplé à une péroxydase (anti-lapin, dilution 
1/5000ème ; [Réf. SAB-300] Stressgen ; anti-chèvre, dilution 1/2000ème ; [Réf. sc-2768] Santa 
Cruz Biotechnology ; anti-souris, dilution 1/2000ème ; [Réf. sc-2005] Santa Cruz 
Biotechnology). Les protéines sont ensuite révélées avec le kit « CHEMI-IR detection » (Réf. 
[926-32236], LI-COR Biosciences) développé pour l’appareil « Odyssey Infrared Imaging 
System » en utilisant l’anticorps IRDye 800 CW « Rabbit »anti-HRP dilué (dilution 1/1000ième) 
dans la solution Chemi-IR Diluent 0,2% Tween-20, sur la membrane pendant une heure à 
température ambiante à l’abri de la lumière et sous agitation. Après 3 lavages de 5 minutes 
au PBS 1X-Tween 0,1%, la membrane est rincée rapidement avec 15 ml de PBS 1X puis 
scannée à l’aide de l’appareil « Odyssey Infrared Imaging System » réglé sur le canal de 
fluorescence 800. Selon la qualité du signal, l’intensité de scan est ajusté à 6,5 ou à 8. 
L’anticorps anti-GAPDH (Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase) (dilution 1/3000 ; 
[Réf. G8795] Sigma-Aldrich) est utilisé pour vérifier que la quantité de protéines déposées 
dans chaque piste est équivalente. Il est détecté avec un anticorps secondaire couplé à une 
péroxydase (dilution 1/2000 ; [Réf. sc-2005] Santa Cruz Biotechnology).  
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C.2. Dosage RhoA et RAC1 
 
Afin de confirmer les voies de transduction du signal intracellulaire empruntées par 
les cellules MDA-MB-231 lorsqu’elles sont en présence à la fois de PAI-1 et de HA aux 
différents temps étudiés, les protéines RAC1 actif et RhoA actif ont été dosées.  
 
C.2.1. Dosage RAC1 
 
Afin de doser les protéines RAC1 actif, les cellules mises à adhérer sur les différentes 
matrices sont rincées au PBS2- froid, puis lysées à l’aide d’un tampon de lyse (25 mM HEPES 
pH 7.5, 1% Nonidet P-40 (NP-40), 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 5% glycérol, 5 mM NaF, 0,5 
mM Vanadate, 1 mM de phénylméthylsulfonyl fluoride (PMSF)), complémenté par un 
cocktail d’inhibiteurs de protéases ([Réf.P8340] Sigma)). Les lysats cellulaires sont ensuite 
centrifugés à 14000 rpm pendant 2 minutes à 4°C et le surnageant est mis en contact 
pendant 1 heure à 4°C sous agitation avec 20 µg de billes couplées à la protéine de fusion -
PAK-GST ([Réf. PAK02] Cytoskeleton Inc.) PAK correspond à la protéine « serine-threonine 
kinase p21-activated kinase » et contient le domaine de liaison aux protéines RAC1 et Cdc42 
sous forme active, c-a-d GTP-RAC and GTP-Cdc42. Les complexes précipités sont ensuite 
rincés 3 fois avec un tampon de lavage (25 mM HEPES, 1% Nonidet P-40 (NP-40), 40 mM 
NaCl, 30 mM MgCl2, 1 mM DTT) avec chaque fois une centrifugation à 4000 rpm pendant 1 
minute. Puis les complexes sont dénaturés à l’aide des solutions Sample Reducing Agent et 
Bleu LDS Sample Buffer (NuPAGE MOPS SDS Buffer Kit [Réf. NP0050] Invitrogen) à 70°C 
pendant 10 minutes dans un bain à sec. Enfin les complexes sont analysés par western blot 
comme indiqué précédemment. La protéine RAC1 actif est détectée grâce à un anticorps 
anti-RAC1 (dilution de 1/500ième ; Ref. [610650], BD Transduction Laboratories ), puis par 
contact avec un anticorps secondaire couplé à une péroxydase (dilution 1/2000 ; [Réf. sc-
2005] Santa Cruz Biotechnology). Le complexe est ensuite révélé avec le kit « CHEMI-IR 
detection » (Réf. [926-32236], LI-COR Biosciences) développé pour l’appareil « Odyssey 
Infrared Imaging System » comme indiqué plus haut. Une aliquote du lysat cellulaire total est 
récupéré et est utilisé en parallèle pour quantifier la présence de RAC1 total. On détermine 
ainsi l’activité de RAC1 en faisant le rapport RAC1 actif/ RAC1 total. 
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C.2.2. Dosage RhoA 
 
Afin de doser les proteines RhoA, les cellules mises à adhérer sur les différentes 
matrices sont rincées au PBS2-  froid puis lysées à l’aide d’un tampon de lyse (50 mM Tris pH 
7.5, 1% Triton X-100, 0.5% déoxycholate de sodium, 500 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 
0,5 mM Vanadate, 1 mM phénylméthylsulfonyl fluoride (PMSF)) complémenté par un 
cocktail d’inhibiteurs de protéases ([Réf.P8340] Sigma). Les lysats cellulaires sont ensuite 
centrifugés à 14000 rpm pendant 2 minutes à 4°C et le surnageant est mis en contact 
pendant 1 heure à 4°C sous agitation avec 60 µg de billes couplées à la protéine de fusion 
GST-RBD (protéine Rhotekine contenant un domaine de liaison à RhoA sous forme active, c-
a-d GTP-RhoA ([Réf. RT02], Cytoskeleton Inc.)). Puis les complexes précipités sont rincés 3 
fois avec un tampon de lavage (50 mM Tris pH 7.5, 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 10 mM 
MgCl2, 1 mM PMSF, 1 mM DTT) complémenté par un cocktail d’inhibiteurs de protéases 
([Réf.P8340], Sigma) avec chaque fois une centrifugation à 4000 rpm pendant 1 minute. 
Ensuite les complexes sont dénaturés à l’aide des solutions Sample Reducing Agent et Bleu 
LDS Sample Buffer (NuPAGE MOPS SDS Buffer Kit [Réf. NP0050] Invitrogen) à 70°C pendant 
10 minutes dans un bain à sec. Enfin les complexes sont analysés par western blot comme 
indiqué précédemment. La protéine RhoA actif est détectée grâce à un anticorps anti-RhoA 
([dilution : 1/300ième ; Réf. [sc-418], Santa Cruz Biotechnology). puis par contact avec un 
anticorps secondaire couplé à une péroxydase (dilution 1/2000 ; [Réf. SAB-300], Stressgen). 
Le complexe est ensuite révélé avec le kit « CHEMI-IR detection » (Réf. [926-32236], LI-COR 
Biosciences) développé pour l’appareil « Odyssey Infrared Imaging System » comme indiqué 
plus haut. Un aliquot du lysat cellulaire total est utilisé en parallèle pour quantifier la 
présence de RhoA total. On détermine ainsi l’activité de RhoA en faisant le rapport RhoA 
actif/ RhoA total. 
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D. Etude de la migration 
 
D.1. Quantification de l’adhérence 
 
Afin d’évaluer la quantité de cellules adhérentes en fonction du 
microenvironnement, la méthode colorimétrique au crystal violet est utilisée. 
Les cellules incubées à 37°C sur des lamelles de verre « coatées », après retrait du milieu 
éliminant ainsi les cellules n’ayant pas adhéré, sont fixées pendant 10 minutes avec une 
solution de formaldéhyde (3,65 % (v/v) dans du PBS2-). Après plusieurs lavages rapides dans 
du PBS2-, les cellules sont colorées avec une solution de crystal violet (0,2% (p/v) dans de 
l’éthanol 2%) pendant 15 minutes à température ambiante. Après plusieurs rinçages à l’eau 
distillée les cellules sont solubilisées avec une solution de SDS 1% pendant 15 minutes à 
température ambiante. La quantité de cellules adhérentes est déterminée en mesurant 
l’absorbance à 570 nm grâce à un lecteur de plaque. L’absorbance va traduire le nombre de 
cellules adhérentes dans le puits. Ainsi l’obtention d’une densité optique (DO) importante 
est corrélée à un nombre élevé de cellules adhérentes à la protéine d’intérêt du 
microenvironnement.  
 
D.2. Evaluation de la force d’adhésion 
 
L’objectif de ces expériences est d’étudier la force d’adhésion des cellules MDA-MB-
231 sur les différents substrats, mais tout d’abord avec PAI-1 et deux témoins, le Collagène 
et le verre. Pour cela des microcanaux en polydiméthylsiloxane (PDMS) de 10 mm² (fabriqué 
selon le principe de photolithographie à l’Ecole Polytechnique de Palaiseau, et offert par le 
Dr. Jean-Marc Allain, Ecole Polytechnique de Palaiseau, France) sont utilisés. Le protocole 
d’expérimentation est le suivant. Les microcanaux sont acidifiées pendant 1 heure dans de 
l’acide acétique à 50% afin de favoriser la fixation des cellules. Après rinçage au PBS2-, Les 
différentes solutions de microenvironnements qui ont préparées de la même manière que 
lors des expérimentations dans les puits de 1,9 cm2, sont déposées dans les microcanaux et 
laissées incuber pendant 3 heures à 37°C. Après élimination de la solution de coating, les 
microcanaux sont rincés une fois avec du PBS2-, puis les sites non spécifiques sont saturés 
par incubation pendant 30 minutes à 37°C avec une solution de saturation Leibovitz L-15-1% 
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P/S-1% BSA. Pendant cette étape, les cellules MDA-MB-231 sont trypsinées et suspendues 
dans du milieu appauvri Leibovitz L-15-1% P/S-1% BSA. Une fois la saturation terminée, les 
cellules MDA-MB-231 sont  déposées dans le microcanal à une concentration d’environ  
6 000 000 cellules/ml, et  incubées à 37°C sous atmosphère humide en absence de CO2. 
Comme pour la plupart de nos expérimentations, les tests sont ici réalisés avec des dépôts 
en PAI-1 matriciel de 20 µg/cm2 et en collagène de 10 µg/cm2. 
A chaque temps étudié, le microcanal concerné est sorti de l’incubateur puis branché. Un 
premier tuyau, dans lequel vont être exercés les différents flux, est relié d’une part à la 
sortie d’une seringue contenant du milieu adapté, et fixée sur une pompe pousse-seringue 
([réf. KDS 101] Phymep, Paris, France), et d’autre part à l’entrée du microcanal. Un deuxième 
tuyau est relié d’une part à la sortie du microcanal et d’autre part à un bécher servant de 
poubelle. Différents flux de vitesses croissantes sont ainsi exercés en activant la pompe 
pousse-seringue pendant 15 minutes pour chaque vitesse et des photos sont prises à 
intervalles réguliers, soit sur un champ présélectionné, soit sur l’ensemble du microcanal en 
utilisant la fonction « mosaïque » du logiciel Axio Vision (Zeiss, USA) et un microscope 
inversé Axiovert 200 (Zeiss). Il est ainsi possible de quantifier le nombre de cellules 
adhérentes en fonction de la vitesse du flux exercé. 
 
E. Analyse statistique 
 
Le t-test non apparié de Student est réalisé à l'aide du logiciel QuickCalcs (GraphPad 
Software ; www.graphpad.com/quickcalcs/index.cfm) afin de comparer entre elles deux 
séries de données associées à deux conditions d’étude différentes. 
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RESULTATS ET CONCLUSIONS 
 
L’effet seul et combiné de nos deux molécules d’intérêt (PAI-1 et HA) sur le 
comportement des cellules MDA-MB-231 (carcinome mammaire) est étudié en comparaison 
avec un microenvironnement non enrichi (« Témoin ») qui permettra d’observer le 
comportement des cellules sur une matrice qu’elles auront elles-mêmes synthétisée. Bien 
qu’in vivo, PAI-1 dans la matrice est maintenu en conformation active lorsqu’il est lié à la 
vitronectine, nous avons choisi de faire abstraction de cette dernière et d’utiliser une forme 
recombinante de PAI-1, active et stable, nommée PAI-1 14-1b. Ainsi, pour préparer les 
microenvironnements enrichis en PAI-1 matriciel, il suffit de mettre la protéine en contact 
avec une lame de verre préalablement acidifiée : celle-ci adhère et constitue un 
microenvironnement mono-protéique. Quant à l’acide hyaluronique, on l’utilise sous  forme 
soluble (fragment entier) : celui-ci est déposé en même temps que la suspension cellulaire. 
Les concentrations de PAI-1 matriciel (20 μg/cm²) et HA (125 μg/ml) utilisées ont 
préalablement été choisies afin d’assurer une même adhérence cellulaire (Planus, Barlovatz-
Meimon et al. 1997). Toutes les expérimentations sont réalisées selon le même principe. En 
phase exponentielle de croissance (3 jours après leur dernier passage), les cellules sont 
mises en suspension et ensemencées sur des microenvironnements divers, incubées 
pendant des durées variables puis étudiées à différents niveaux. Il est important de souligner 
que les cellules de la lignée MDA-MB-231, comme toute cellule adhérente, adoptent une 
morphologie amiboïde après  trypsination, et mise en suspension. Résistantes à l’apoptose 
que pourrait induire cette perte d’adhérence, les cellules forment alors des points 
d’adhésion avec leur nouveau substrat et retrouvent progressivement leur morphologie 
initiale. 
Ainsi grâce à nos  expériences combinant à la fois ces deux molécules du 
microenvironnement, l’une soluble et l’autre immobilisée, nous pourrons  décortiquer les 
interactions possibles entre ces deux éléments d'effet apparemment contradictoires sur la 
morphologie cellulaire, mais également  l’implication des récepteurs et des voies de 
signalisation RhoA et RAC 1 mis en jeu. 
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A. Influence de l’acide hyaluronique et du PAI-1 matriciel sur la morphologie cellulaire 
des cellules cancéreuses MDA-MB-231 
 
 
A.1. Morphologies en condition de culture 
 
 Afin d’étudier l’influence de l’acide hyaluronique et du PAI-1 matriciel sur la 
morphologie cellulaire il est tout d’abord essentiel de caractériser et de quantifier  les 
différentes morphologies adoptées de façon naturelle par les cellules MDA-MB-231 en 
condition de culture. Les cellules sont ensemencées à une densité identique à celle utilisée 
lors de leur entretien, 30 000 cellules/cm², sur un substrat 2D en plastique et dans leur 
milieu de culture (milieu Leibovitz L-15 complémenté par 10% de sérum de veau foetal et 1% 
de pénicilline / streptomycine). Puis après 3 jours d’incubation, période à laquelle toutes les 
expérimentations seront réalisées, les différentes morphologies observées sont quantifiées 
grâce au plugin Cell Counter du logiciel ImageJ. On distingue alors trois catégories : une 
morphologie de type mésenchymateux (ou étalée) caractérisée par un allongement de la 
cellule et des pseudopodes, une morphologie de type amiboïde (ou blebbante) caractérisée 
par une forme arrondie et la présence de boursouflures « blebs » à la membrane, et une 
morphologie intermédiaire qui est la morphologie ronde. 
On remarque que chez les cellules MDA-MB-231 la proportion de cellules de 
morphologie mésenchymateuse est nettement supérieure aux autres morphologies (Figure 
26). Ces premiers résultats mettent alors en évidence que la population cellulaire présente 
des morphologies hétérogènes, mais que la morphologie étalée domine.  
Afin de déterminer le comportement des cellules suite au stress de dé-adhésion 
provoqué lors de leur mise en suspension, les cellules sont ensemencées à la densité utilisée 
lors des expérimentations (100 000 cellules/cm²) dans les mêmes conditions de culture que 
précédemment, c'est-à-dire sur un substrat 2D en plastique (non enrichi) et dans leur milieu 
de culture. On observe que la proportion de cellules de morphologie amiboïde est maximale 
dès 3 heures d’incubation puis diminue au cours du temps au profit d’une augmentation de 
la proportion de cellules de morphologie mésenchymateuse (Figure 26 b). On utilisera ainsi 
le temps 3 heures, où l’on observe le maximum de cellules amiboïde, comme temps de 
référence pour mettre en évidence un éventuel rôle de HA connu pour favoriser un 
comportement mésenchymateux. De plus à partir de 3 heures les trois morphologies sont 
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observées de façon nette (Figure 26 c). Puis à partir de 24 heures, leurs proportions 
redeviennent semblables à celles qui précédaient le stress de dé-adhésion.                              
 
  
 
Figure 26: Morphologies en condition de culture. Trois types de morphologies sont quantifiés chez 
les cellules MDA-MB-231 (a,b,c): ronde, blebbante et étalée. Les cellules sont ensemencées dans les 
mêmes conditions que lors de leur culture : à leur densité d’entretien (30 000 cellules/cm²) et 
incubées pendant 3 jours (a) ; ou à la densité qui est utilisée lors des études du microenvironnement 
(100 000 cellules MDA-MB-231/cm²) et incubées pendant 3, 6, 19 et 24 heures (b) Les cellules 
s’étalent de façon nette dès 3 heures chez les cellules MDA-MB-231 (c) ; puis retrouvent leurs 
morphologies naturelles vers 24 heures. Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; 
t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001.  
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Cette étude morphologique en condition de contrôle a permis d’une part, d’identifier 
de façon nette, chez notre lignée MDA-MB-231, trois morphologies : ronde, blebbante et 
étalée et d’autre part, d’établir l’évolution au cours du temps de ces différentes 
morphologies suite à un stress de dé-adhésion; la forte proportion de cellules de 
morphologie amiboïde observée à 3H diminue progressivement à mesure que les cellules 
forment de nouveaux points d’adhérence et adoptent une morphologie mésenchymateuse.  
Ayant observé différentes morphologies, nous avons voulu étudier plus précisément les 
caractéristiques des morphologies amiboïde et mésenchymateuse. 
 
A.2. Caractérisation des morphologies amiboïde et mésenchymateuse 
 
Les morphologies mésenchymateuse et amiboïde qui sont observées sur les cellules 
MDA-MB-231, ont été caractérisées par la structure de leur cytosquelette (Sahai et Marshall 
2003; Wolf, Mazo et al., 2003; Gadea, de Toledo et al., 2007; Pinner et Sahai, 2008; 
Yamazaki, Kurisu et al., 2009). 
Quel que soit le microenvironnement, nous observons que le cytosquelette de l’f-
actine est organisé en filaments chez les cellules de morphologie mésenchymateuse et en 
anneaux au niveau des blebs chez les cellules de morphologie amiboïde (Figure 27bc). La b-
tubuline est localisée chez les cellules de morphologie mésenchymateuse et amiboïde au 
niveau du cortex cellulaire, et est très peu présente au niveau des extrémités des 
pseudopodes et dans les blebs (Figure 27b). Quant à l’ezrine, elle est principalement co-
localisée à la membrane avec l’f-actine, au niveau des pseudopodes, des filopodes et des 
blebs (Figure 27c). 
 
Ces observations nous permettent de conclure que la morphologie amiboïde adoptée 
par les cellules MDA-MB-231 est semblable à celle décrite et connue à ce jour chez les 
cellules cancéreuses (Sahai et Marshall, 2003; Wolf, Mazo et al. 2003; Gadea, de Toledo et 
al. 2007; Pinner and Sahai 2008; Yamazaki, Kurisu et al. 2009). La présence de l’f-actine et de 
l’ezrine dans les blebs renforce leur implication dans la dynamique de formation et 
déformation des blebs (Charras, Hu et al. 2006; Charras et Paluch 2008; Fackler et Grosse, 
2008. 
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Figure 27: Caractérisation des morphologies mésenchymateuse et amiboïde. Photos en contraste 
de phase des morphologies mésenchymateuse et amiboïde des cellules MDA-MB-231 (a). Marquages 
par immunofluorescence de l’ F-actine (rouge), organisée en filaments chez les cellules de 
morphologie mésenchymateuse et en anneaux dans les blebs des cellules de morphologie amiboïde, 
et de la β-tubuline (vert) localisée au niveau du cortex cellulaire quelle que soit la morphologie, chez 
les cellules MDA-MB-231 (b). Marquages par immunofluorescence de l’ F-actine (rouge) et de l’ezrine 
(vert), mettant en evidence leur colocalisation a la membrane quelle que soit la morphologie (c). 
 
Maintenant que nous avons établi, quantifié et caractérisé les différentes 
morphologies adoptées de façon naturelle par les cellules MDA-MB-231 l’objectif est alors 
de déterminer si ce comportement est modifié sur un microenvironnement enrichi en HA, en 
PAI-1 matriciel, ou les deux. 
 
A.3. HA seul ne modifie pas la morphologie cellulaire habituelle des cellules MDA 
 
L’effet sur la morphologie d’un microenvironnement 2D enrichi en HA soluble 
pendant 3 heures est étudié en comparaison avec un environnement non enrichi (nommé 
sur les figures « Témoin »). La quantification des morphologies permet d’observer que sur 
les cellules MDA-MB-231 les morphologies adoptées sur les microenvironnements HA et 
témoins sont comparables. En effet on trouve les mêmes proportions de cellules rondes, 
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amiboïdes et une dominance de cellules étalées que ce soit sur le microenvironnement 
témoin que sur le microenvironnement enrichi en HA (Figure 28).  
 
On peut donc conclure que dans nos conditions expérimentales, l’acide hyaluronique 
ne semble pas influencer le comportement des cellules MDA-MB-231. 
 
 
 
Figure 28: Morphologies des cellules MDA-MB-231 en présence de HA à 3 heures. Quatre types de 
morphologies sont quantifiés chez les cellules MDA-MB-231: ronde, blebbante, étalée et les 
restantes qui comprennent des cellules ne pouvant être classées dans les 3 classes précédentes. Les 
cellules sont ensemencées à la densité qui est utilisée lors des études du microenvironnement (100 
000 cellules MDA-MB-231/cm²) et incubées pendant 3 heures. Quelque soit le microenvironnement, 
les cellules s’étalent de façon nette dès 3 heures; Représentation des moyennes ± l’écart type à la 
moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001.  
 
A.4. PAI-1 favorise le blebbing des cellules MDA-MB-231 
 
L’effet d’un microenvironnement 2D enrichi en PAI-1 matriciel (forme recombinante 
14-1b, active et stable (cf. matériels et méthodes) sur la morphologie est également étudié 
en comparaison avec un microenvironnement non enrichi (nommé sur les figures « Témoin 
»). La quantification des morphologies après 3 heures d’incubation permet d’observer chez 
les cellules MDA-MB-231 une augmentation de la morphologie amiboïde lorsqu’elles sont 
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sur un microenvironnement enrichi en PAI-1 (Figure 29) tandis que sur le 
microenvironnement témoin les cellules ont plus tendance à s’étaler.  
 
Ces résultats mettent en évidence que le microenvironnement enrichi en PAI-1 
favorise la morphologie amiboïde aux dépens de la morphologie étalée. 
 
Figure 29: Morphologies des cellules MDA-MB-231 en présence de PAI-1 à 3 heures. Quatre types 
de morphologies sont quantifiés chez les cellules MDA-MB-231: ronde, blebbante, étalée et les 
restantes qui comprennent des cellules ne pouvant être classées dans les 3 classes précédentes. Les 
cellules sont ensemencées à la densité qui est utilisée lors des études du microenvironnement (100 
000 cellules MDA-MB-231/cm²) et incubées pendant 3 heures. Les cellules s’étalent de façon nette 
sur le témoin dès 3 heures alors que sur le microenvironnement PAI-1, la proportion de cellules 
amiboïde est supérieure à la proportion de cellules étalées; Représentation des moyennes ± l’écart 
type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001.  
 
 
A.5. L’association de HA à PAI-1 contrecarre l’effet de PAI-1 
 
L’effet sur la morphologie d’un microenvironnement 2D enrichi à la fois en PAI-1 
matriciel (forme recombinante 14-1b, active et stable) et HA soluble est finalement  étudié 
en comparaison avec un microenvironnement non enrichi (nommé sur les figures « Témoin 
»), un microenvironnement enrichi en HA seul et un microenvironnement enrichi en PAI-1 
seul. La quantification des morphologies au temps 3 heures permet d’observer chez les 
cellules MDA-MB-231 que contrairement à l’absence d’effet d’HA seul sur la morphologie 
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cellulaire, la combinaison de HA à PAI-1 contrecarre l’effet blebbant de PAI-1 en diminuant la 
proportion de cellules blebbantes au profil d’une augmentation de cellules étalées. 
 
 
Figure 30: Morphologies des cellules MDA-MB-231 en présence de HA soluble, PAI-1 et les deux à 3 
heures. Quatre types de morphologies sont quantifiés chez les cellules MDA-MB-231: ronde, 
blebbante, étalée et les restantes qui comprennent des cellules ne pouvant être classées dans les 3 
classes précédentes. Les cellules sont ensemencées à la densité qui est utilisée lors des études du 
microenvironnement (100 000 cellules MDA-MB-231/cm²) et incubées pendant 3 heures. Les cellules 
s’étalent de façon nette sur le témoin et HA dès 3 heures alors que sur le microenvironnement PAI-1, 
la proportion de cellules amiboïdes est supérieure à la proportion de cellules étalées; L’association de 
HA à PAI-1 contrebalance l’effet blebbant de PAI-1 en faveur de cellules mésenchymateuses. 
Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 
0,01, *** : p < 0,001.  
 
Ces premiers résultats morphologiques permettent de conclure qu’à 3 heures 
d’incubation, PAI-1 entretient le blebbing, HA seul ne modifie pas le comportement 
mésenchymateux des cellules MDA-MB-231, et par contre l’association de HA à PAI-1  
contrecarre l’effet de PAI-1 en diminuant le  pourcentage de cellules blebbantes en faveur 
d’une augmentation de cellules étalées. Toutefois, l’ajout de HA à PAI-1 n’annule pas 
totalement l’effet blebbant de PAI-1. En effet, on diminue le blebbing de 37% avec l’ajout de 
HA à PAI-1 alors que sur le témoin, on a observé 60% de cellules blebantes en moins par 
rapport à PAI-1 (cf. Tableau 2).  
Voici un tableau qui récapitule ces premiers résultats morphologiques en normalisant 
avec PAI-1 normalisé à 100%.  
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Tableau 2: Evolution du pourcentage de blebbing et du pourcentage d’étalement à 3 heures sur 
les microenvironnements Témoin, HA et PAI-1+HA par rapport à PAI-1 normalisé à 100%. 
 
Afin de comprendre comment  l’association de HA à PAI-1 contrecarre l’effet de PAI-1 
sur les cellules MDA-MB-231, il est nécessaire d’étudier les récepteurs de chacune de ces 
molécules qui sont uPAR pour PAI-1 via le lien avec uPA, et CD44 et RHAMM pour HA. 
 
B.  Par quels signaux HA et PAI-1 peuvent-ils influencer la morphologie des cellules 
MDA-MB-231? 
 
B.1. RHAMM, CD44 et uPAR sont exprimés dans les cellules MDA-MB-231 (condition 
témoin)  
 
La présence des récepteurs uPAR, RHAMM et CD44 dans les cellules de carcinome 
mammaire MDA-MB-231 a été vérifiée par la technique d’immunfluorescence et par 
western blot.   
 
86 
 
 
Figure 32 : Caractérisation des récepteurs RHAMM, CD44 et uPAR. Marquages par 
immunofluorescence de RHAMM (vert), diffus dans le cytoplasme, de CD44 (rouge) localisé au niveau 
du cortex cellulaire, et d’uPAR (bleu) localisé également à la membrane dans les cellules MDA-MB- 
231. 
 
Les marquages en immunofluorescence  montrent  que les trois récepteurs sont bien 
présents dans les cellules MDA-MB-231 dans nos conditions expérimentales. uPAR et CD44 
apparaissent surtout localisés à la membrane alors que RHAMM semble plus diffus. 
Qu’en est-il de leur expression protéique ? 
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Figure 33: Quantification de l’expression des récepteurs uPAR, RHAMM et CD44 à 3 heures sur la 
condition témoin. Quantification des récepteurs  par western blot chez des cellules MDA 
ensemencées sur un microenvironnement non enrichi (témoin) et incubées pendant 3 heures. Les 
densités des bandes détectées sont normalisées avec celles de la GAPDH. On note une forte quantité 
de la protéine RHAMM sur le microenvironnement « témoin ». 
 
La quantification des protéines RHAMM, CD44 et uPAR par western blot montre que 
les trois protéines sont bien exprimées dans les cellules MDA-MB-231. Et dans nos 
conditions expérimentales,  la protéine RHAMM est plus exprimée que la protéine CD44 et 
uPAR. 
  
Maintenant que la présence de ces trois protéines a été confirmée, il est intéressant  
de déterminer si leur expression  varie sur les microenvironnements PAI-1 et PAI+HA. 
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B.2. Influence du microenvironnement sur l’expression des récepteurs 
 
 
Figure 34: Variation de l’expression des récepteurs uPAR, RHAMM et CD44 en fonction du 
microenvironnement à 3 heures. Quantification des récepteurs  par western blot chez des cellules 
MDA en contact avec un microenvironnement enrichi en PAI-1, en HA soluble, en PAI-1+HA ou non 
enrichi (témoin) et incubées pendant 3 heures. Les densités des bandes détectées sont normalisées 
avec celles de la GAPDH. L’expression protéique des récepteurs varie selon le microenvironnement. 
RHAMM est  plus exprimé sur PAI-1+HA par rapport à son expression sur PAI-1 alors que CD44 est 
moins exprimé. 
 
Ces résultats sur l’expression des récepteurs est repris sous forme de tableau en 
normalisant toujours PAI-1 à 100%.  
 
 
89 
 
                              
Tableau 3: Evolution du pourcentage des récepteurs à 3 heures sur les microenvironnements 
Témoin, HA et PAI-1+HA par rapport à PAI-1 normalisé à 100%. 
 
 
Les résultats mettent en évidence que l’expression des récepteurs peut varier selon 
le microenvironnement étudié.  
· L’expression d’uPAR est diminuée sur le microenvironnement PAI-1+HA par rapport à 
son expression sur le microenvironnement PAI-1 et ceci à un niveau équivalent  au 
niveau d’expression retrouvé sur le microenvironnement HA seul. 
· En ce qui concerne CD44, son expression est équivalente  sur le microenvironnement 
PAI-1 et sur le microenvironnement HA. Toutefois, l’ajout de HA à PAI-1 entraîne une 
diminution de l’expression de CD44 par rapport au niveau retrouvé sur PAI-1 ou HA 
seul. 
· Pour RHAMM, c’est l’inverse, l’ajout de HA à PAI-1 entraîne une augmentation 
significative d’environ 8% de l’expression de la protéine RHAMM alors que son 
expression était équivalente sur HA et PAI-1 seul. 
Or différentes études montrent une fixation précoce  de HA à CD44, suivie ensuite 
d’un switch vers RHAMM (Kouvidi et al., 2012). L’expression de CD44 se serait-elle fait plus 
tôt dans le temps ? L’expression des récepteurs a alors été quantifiée par western blot au 
temps 1H. 
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B.3. RHAMM, CD44 et uPAR sont également exprimés à 1 heure dans les cellules 
MDA-MB-231 (condition témoin) 
 
 
Figure 35: Quantification par western blot des récepteurs uPAR, RHAMM et CD44 à 1 heure sur la 
condition témoin. Les cellules MDA ensemencées sur un microenvironnement non enrichi (témoin) 
ont été incubées pendant 1 heure. Les densités des bandes détectées sont normalisées avec celles de 
la GAPDH.  
 
Ces résultats confirment l’expression des récepteurs dès une heure de contact avec 
les différents microenvironnements.  Et comme il est observé au temps 3H, RHAMM est très 
exprimé sur un environnement non enrichi « témoin ».   
La question est maintenant de savoir si l’expression de ces récepteurs varie en 
fonction du temps de contact avec les différents microenvironnements ? Leurs expressions 
sur HA, PAI-1 et PAI-1+HA sont alors quantifiées à 1 heure par western blot. 
 
 
 
 
 
 
91 
 
B.4. Influence du microenvironnement et du temps de contact sur l’expression des 
récepteurs 
 
Voici les résultats obtenus par western blot à 1 heure : 
 
 
Figure 36: Variation de l’expression des récepteurs uPAR, RHAMM et CD44 en fonction du 
microenvironnement après une heure de contact. Quantification des récepteurs  par western blot 
chez des cellules MDA-MB-231 ensemencées sur un microenvironnement enrichi en PAI-1, en HA, en 
PAI-1+HA ou non enrichi (témoin) et incubées pendant 1 heure. Les densités des bandes détectées 
sont normalisées avec celles de la GAPDH. L’expression protéique des récepteurs varie selon le 
microenvironnement. Contrairement à 3H, l’expression de RHAMM est diminuée sur PAI-1+HA  par 
rapport à la condition PAI-1 et l’expression de CD44 est augmentée. Représentation des moyennes ± 
l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
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Tableau 4: Evolution du pourcentage des récepteurs à 1 heure sur les microenvironnements 
Témoin, HA et PAI-1+HA par rapport à PAI-1 normalisé à 100%. 
 
Les résultats confortent le fait que l’expression des récepteurs peut varier selon le 
microenvironnement étudié. 
· L’ajout de HA à PAI-1 n’entraîne pas de différence sur l’expression d’uPAR par 
rapport à son expression sur le microenvironnement PAI-1 seul. 
· En ce qui concerne CD44, comme à 3 heures, son expression est équivalente  sur le 
microenvironnement PAI-1 et sur le microenvironnement HA. En revanche, l’ajout de 
HA à PAI-1 entraîne cette fois-ci une augmentation de l’expression de CD44 par 
rapport au niveau retrouvé sur PAI-1 ou HA seul. 
· Pour RHAMM, c’est l’inverse, l’ajout de HA à PAI-1 entraîne une diminution 
incontestable par rapport à son expression sur PAI-1 seul. 
 
En conclusion, ces résultats montrent que l’expression augmentée de CD44, sur un 
environnement PAI-1+HA à 1H par rapport à PAI-1, s’annule puis diminue à 3H. Et 
l’expression diminuée de RHAMM, sur un environnement  PAI-1+HA à 1H par rapport à PAI-
1, s’annule puis est augmentée à 3H. Avec ces résultats, on peut confirmer que l’expression 
des récepteurs varie en fonction du microenvironnement. 
Ces observations rejoignent les études précédentes qui démontrent  une fixation 
préférentielle de HA à CD44 et une fois CD44 saturé, HA se lierait à RHAMM (Nedvetzki, 
2004).  
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La variation de l’expression des récepteurs en fonction du microenvironnement étant 
confirmée, la question est de savoir si, pour un même microenvironnement donné, 
l’expression du récepteur varie en fonction du temps.  
La mise en parallèle des deux résultats (1 heure et 3 heures) est présentée dans la 
Figure 37. et permet de mettre en évidence les point suivants :  
· Sur le microenvironnement témoin, l’expression des récepteurs uPAR, RHAMM et CD44 
est équivalente entre 1 heure et 3 heures. 
· Sur le microenvironnement HA, l’expression des récepteurs uPAR et CD44 est équivalente 
entre 1 heure et 3 heures alors que l’expression de RHAMM augmente entre 1 heure et 3 
heures. 
· Sur le microenvironnement PAI-1, l’expression des récepteurs uPAR, et CD44 augmente 
entre 1 heure et 3 heures alors que l’expression de RHAMM ne varie pas. 
· Enfin sur le microenvironnement PAI-1+HA, l’expression du récepteur RHAMM augmente 
entre 1 heure et 3 heures, l’expression de CD44 diminue alors que l’expression de la 
protéine uPAR est équivalente. 
 
Figure 37: Variation de l’expression des récepteurs uPAR, RHAMM et CD44 sur Témoin, HA, PAI-1 
et PAI-1+HA  en fonction du temps. Quantification des récepteurs  par western blot chez des cellules 
MDA-MB-231 ensemencées sur un microenvironnement enrichi en PAI-1, en HA, en PAI-1+HA ou non 
enrichi (témoin) et incubées pendant 1 heure et 3 heures. Les densités des bandes détectées sont 
normalisées avec celles de la GAPDH. Sur un même microenvironnement, l’expression des récepteurs 
varie en fonction du temps de contact. Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-
test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
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Après avoir corrélé l’expression des récepteurs avec leur action temporelle possible -  
c’est-à-dire une activité précoce de CD44 puis un switch vers RHAMM - nous avons évalué la 
fonctionnalité de ces récepteurs en les bloquant.  
 
C. Confirmation des récepteurs mis en jeu par étude de la morphologie à 1 heure et 
blocage des récepteurs 
 
Afin de déterminer la conséquence du blocage de CD44 et de RHAMM sur la 
morphologie des cellules MDA, il est tout d’abord nécessaire de caractériser la morphologie 
des cellules MDA après une heure de contact avec les différents microenvironnements. 
 
C.1. Morphologie des cellules MDA-MB-231 après une heure de contact avec HA, 
PAI-1 et PAI-1+HA 
 
C.1.1. HA seul ne modifie pas la morphologie cellulaire des cellules MDA-MB-
231 
 
Figure 38: Morphologies des cellules MDA-MB-231 en présence de HA à 1 heure de contact. Quatre 
types de morphologies sont quantifiés chez les cellules MDA-MB-231: ronde, blebbante, étalée et les 
restantes qui comprennent des cellules ne pouvant être classées dans les 3 classes précédentes. Les 
cellules sont ensemencées à la densité qui est utilisée lors des études du microenvironnement (100 
000 cellules MDA-MB-231/cm²) et incubées pendant 1 heure. Les cellules sont majoritairement de 
morphologies rondes; Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, 
* : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001.  
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L’effet sur la morphologie d’un microenvironnement 2D enrichi en HA soluble 
pendant 1 heure est étudié en comparaison avec un environnement non enrichi (nommé sur 
les figures « Témoin »). Comme à 3H, la quantification des morphologies permet d’observer 
que sur les cellules MDA-MB-231 les morphologies adoptées sur les microenvironnements 
HA et témoin sont comparables. En effet on trouve les mêmes proportions de cellules 
étalées, amiboïdes et une dominance de cellules rondes que ce soit sur le 
microenvironnement témoin que sur le microenvironnement enrichi en HA (Figure 38). Ce 
sont cette majorité de cellules rondes qui vont s’étaler au cours du temps (figure 28). 
 
Ces résultats morphologiques nous permettent de conclure que quelque soit le 
temps (1H ou 3H) l’acide hyaluronique ne semble pas influencer le comportement des 
cellules MDA-MB-231. 
 
C.1.2. PAI-1 continue à promouvoir le maintien du blebbing des cellules MDA-MB- 
231 
 
L’effet d’un microenvironnement 2D enrichi en PAI-1 matriciel (forme recombinante 
14-1b, active et stable) sur la morphologie, en comparaison avec un microenvironnement 
non enrichi (nommé sur les figures « Témoin ») est étudié à 1H. La quantification des 
morphologies au temps 1 heure permet d’observer chez les cellules MDA-MB-231 une forte 
proportion de cellules rondes sur la condition « témoin » (Figure 39) et qui vont s’étaler 
progressivement au cours du temps (Figure 29).  Sur le microenvironnement enrichi en PAI-
1, la proportion de cellules amiboïdes a augmentée au dépend des cellules rondes même si 
celles-ci sont toujours majoritaires (Figure 39). 
  
Ces résultats mettent en évidence que très rapidement, le microenvironnement 
enrichi en PAI-1 matriciel favorise la morphologie amiboïde. 
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Figure 39: Morphologies des cellules MDA-MB-231 en présence de PAI-1 à 1 heure. Quatre types de 
morphologies sont quantifiés chez les cellules MDA-MB-231: ronde, amiboïde, étalée et les restantes 
qui comprennent des cellules ne pouvant être classées dans les 3 classes précédentes. Les cellules 
sont ensemencées à la densité qui est utilisée lors des études du microenvironnement (100 000 
cellules MDA-MB-231/cm²) et incubées pendant 1 heure. Sur le microenvironnement non enrichi 
« témoin » et sur le microenvironnement enrichi en  PAI-1, les cellules sont majoritairement rondes à 
1H ; cependant sur le microenvironnement PAI-1, la proportion de cellules amiboïdes est augmentée 
au dépend des cellules rondes; Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-test non 
apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001.  
 
C.1.3. L’association de HA à PAI-1 amplifie l’effet blebbant de PAI-1 
 
De nouveau, l’effet sur la morphologie d’un microenvironnement 2D enrichi à la fois 
en PAI-1 matriciel (forme recombinante 14-1b, active et stable) et HA soluble est étudié, 
mais cette fois-ci à 1H, en comparaison avec un microenvironnement non enrichi (nommé 
sur les figures « Témoin »), un microenvironnement enrichi en HA seul et un 
microenvironnement enrichi en PAI-1 seul.  
Ces résultats morphologiques permettent de conclure que dès une heure 
d’incubation, PAI-1 promeut le blebbing et  qu’HA seul ne modifie pas le comportement 
naturel des cellules MDA-MB-231. En effet la proportion des différentes morphologies (avec 
une dominance de cellules rondes) est similaire sur l’environnement « témoin » et 
l’environnement HA. Contrairement à 3H où l’association de HA à PAI-1  contrecarre l’effet 
blebbant de PAI-1, à 1H HA semble renforcer l’effet blebbant de PAI-1.  
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Figure 40: Morphologies des cellules MDA-MB-231 en présence de HA, PAI-1 et les deux à 1 heure. 
Quatre types de morphologies sont quantifiés chez les cellules MDA-MB-231: ronde, blebbante, 
mésenchymateuse et les restantes qui comprennent des cellules ne pouvant être classées dans les 3 
classes précédentes. Les cellules sont ensemencées à la densité qui est utilisée lors des études du 
microenvironnement (100 000 cellules MDA-MB-231/cm²) et incubées pendant 1 heure. Les cellules 
sont en majorité rondes sur le témoin et HA à 1 heure alors que sur le microenvironnement PAI-1, la 
proportion de cellules rondes diminue en faveur d’une augmentation de cellules amiboïdes; 
L’association de HA à PAI-1 amplifie l’effet blebbant de PAI-1. Représentation des moyennes ± l’écart 
type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001.  
 
On peut donc conclure que selon le temps de contact de HA avec PAI-1, l’effet sur la 
morphologie des cellules MDA est différent. A un temps court (1 heure), HA semble agir en 
« synergie » avec PAI-1 et à un temps long, HA semble contrebalancer l’effet de PAI-1 en 
diminuant le blebbing et en augmentant l’étalement des cellules. Il faut noter que cette 
augmentation de cellules blebbantes sur le microenvironnement PAI-1+HA  se traduit par 
une diminution de l’adhérence cellulaire sur ce même microenvironnement par rapport au 
microenvironnement PAI-1. A 3 heures, où la proportion de cellules étalées augmente, 
l’adhésion cellulaire est inversement augmentée (voir Figure 50 de la partie Complément et 
approche interdisciplinaire). 
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Voici un tableau qui récapitule ces résultats morphologiques et d’expression des 
récepteurs en prenant PAI-1 normalisé à 100%.  
Tableau 5: Evolution de la morphologie (blebbante, étalée) et des récepteurs à 1 heure et 3 heures 
sur les microenvironnements Témoin, HA et PAI-1+HA par rapport à PAI-1 normalisé à 100%. 
 
C.2. Le blocage de CD44 au temps 1H et 3H 
 
C.2.1. Le blocage de CD44 au temps 1H diminue le blebbing en augmentant 
l’étalement 
 
Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées sur un microenvironnement non enrichi 
(témoin) ou enrichi en HA, PAI-1, PAI-1+HA où le milieu soluble est ou non complémenté 
avec des anticorps anti-CD44 pendant 1H.  
L’ajout de l’anti-CD44 à l’environnement PAI-1+HA entraîne une petite diminution, 
toutefois significative, de la proportion des cellules blebbantes par rapport à la condition 
PAI-1+HA. Et cette proportion de cellules blebbantes retrouvées en présence d’anticorps est 
similaire à la proportion de cellules blebbantes présente sur l’environnement PAI-1 seul.  
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Ceci conforte à nouveau le fait que l’augmentation du blebbing observé au temps 1H 
sur PAI-1+HA nécessiterait bien CD44 sans que l’on sache si ça passe par un lien HA-CD44 ou 
si cette influence est indirecte. 
 
Figure 41: Morphologie des cellules MDA-MB-231 en présence d’anti-CD44 à 1 heure. Les cellules 
MDA-MB-231 sont ensemencées sur un microenvironnement non enrichi (témoin) ou enrichi en HA, 
PAI-1, PAI-1+HA où le milieu soluble est ou non complémenté avec des anticorps anti-CD44. Les 
morphologies amiboïdes, mésenchymateuses et rondes sont quantifiées après 1 heure d’incubation. 
L’ajout de l’anti-CD44 à l’environnement PAI-1+HA entraîne une petite diminution des cellules 
blebbantes par rapport à la condition PAI-1+HA. Représentation des moyennes ± l’écart type à la 
moyenne. Les statistiques sont calculées pour chaque morphologie par rapport aux conditions 
d’anticorps anti-CD44 selon le t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
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C.2.2. Absence d’effet de l’anticorps anti-CD44 à 3H 
 
 
Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées sur un microenvironnement non enrichi 
(témoin) ou enrichi en HA, PAI-1, PAI-1+HA où le milieu soluble est ou non complémenté 
avec des anticorps anti-CD44 pendant 3H.  
 
 
 
Figure 42: Absence d’effet de l’anti-CD44 à 3H. Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées sur un 
microenvironnement non enrichi (témoin) ou enrichi en HA, PAI-1, PAI-1+HA où le milieu soluble est 
ou non complémenté avec des anticorps anti-CD44. Les morphologies amiboïdes, 
mésenchymateuses et rondes sont quantifiées après 3 heures d’incubation. L’ajout de l’anti-CD44 à 
l’environnement PAI-1+HA n’entraîne aucun effet par rapport à la condition PAI-1+HA. 
Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne. Les statistiques sont calculées pour 
chaque morphologie par rapport aux conditions d’anticorps anti-CD44 selon le t-test non apparié, * : 
p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
 
L’ajout de l’anti-CD44 à l’environnement PAI-1+HA n’entraîne aucun effet significatif 
par rapport à la condition PAI-1+HA.  
L’absence d’effet de l’anticorps anti-CD44 au temps 3H est compréhensible car on 
suppose ici que  CD44 n’est plus impliqué au temps 3H et donc le bloquer ne change pas le 
comportement des cellules MDA-MB-231. 
Nous testons maintenant cette hypothèse en bloquant RHAMM. 
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C.3. Le blocage de RHAMM au temps 1H et 3H 
 
C.3.1. Le blocage de RHAMM au temps 3H diminue l’étalement en 
augmentant le blebbing 
 
Les cellules MDA-MB-231 sont mises en contact avec un microenvironnement non 
enrichi (témoin) ou enrichi en HA, PAI-1, PAI-1+HA où le milieu soluble est complémenté ou 
non avec des anticorps anti-RHAMM pendant 3H. 
 
 
Figure 43: Fixation de HA à RHAMM à 3H. Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées sur un 
microenvironnement non enrichi (témoin) ou enrichi en HA, PAI-1, PAI-1+HA où le milieu soluble est 
ou non complémenté avec des anticorps anti-RHAMM. Les morphologies amiboïdes, 
mésenchymateuses et rondes sont quantifiées après 3 heures d’incubation. L’ajout de l’anti-RHAMM 
à l’environnement PAI-1+HA entraîne une augmentation flagrante des cellules blebbantes par 
rapport à la condition PAI-1+HA. Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne. Les 
statistiques sont calculées pour chaque morphologie par rapport aux conditions d’anticorps anti-
CD44 selon le t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
 
L’ajout de l’anti-RHAMM à l’environnement PAI-1+HA entraîne une diminution de la 
proportion des cellules étalées au profil d’une forte augmentation de la proportion des 
cellules blebbantes par rapport à la condition PAI-1+HA. Et cette proportion de cellules 
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blebbantes retrouvées en présence d’anticorps est supérieure à la proportion de cellules 
blebbantes présente sur l’environnement PAI-1 seul.  
Ceci conforte à nouveau le fait que l’augmentation de l’étalement  observé au temps 
3H sur PAI-1+HA passerait bien par RHAMM. 
C.3.2. Absence d’effet de l’anticorps anti-RHAMM à 1H 
 
Les cellules MDA-MB-231 sont mises en contact pendant 1H avec un 
microenvironnement non enrichi (témoin) ou enrichi en HA, PAI-1, PAI-1+HA où le milieu 
soluble est complémenté ou non cette fois avec des anticorps anti-RHAMM. 
 
 
Figure 44: Absence d’effet de l’anti-RHAMM à 1H. Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées sur 
un microenvironnement non enrichi (témoin) ou enrichi en HA, PAI-1, PAI-1+HA où le milieu soluble 
est ou non complémenté avec des anticorps anti-RHAMM. Les morphologies amiboïdes, 
mésenchymateuses et rondes sont quantifiées après 1 heure d’incubation. L’ajout de l’anti-RHAMM 
à l’environnement PAI-1+HA n’entraîne pas d’effet par rapport à la condition PAI-1+HA. 
Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne. Les statistiques sont calculées pour 
chaque morphologie par rapport aux conditions d’anticorps anti-CD44 selon le t-test non apparié, * : 
p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
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L’ajout de l’anti-RHAMM à l’environnement PAI-1+HA n’entraîne aucun effet 
significatif par rapport à la condition PAI-1+HA.  
L’absence d’effet de l’anticorps anti-RHAMM au temps 1H est en accord avec notre  
hypothèse où nous proposons une fixation de HA à CD44 au temps court et non à RHAMM et 
donc le bloquer ne change pas le comportement des cellules MDA-MB-231. 
Ceci va donc dans le sens de notre hypothèse où à un temps court, PAI-1 favoriserait 
le lien HA-CD44 et augmenterait, par activation de la voie RhoA, le blebbing. En revanche,  à 
des temps plus longs (3 heures), HA en présence de PAI-1 se fixerait à RHAMM et 
augmenterait, par activation de la voie RAC 1, l’étalement des cellules MDA-MB-231. 
Confortons notre hypothèse des 2 voies possibles en dosant les protéines RAC 1 et RhoA 
aux temps 1 heure et 3 heures. 
 
D. Quelles voies d’activation empruntées par HA en présence de PAI-1 et en fonction 
du temps ? 
 
D.1. Activation de RAC1 par RHAMM à 3H 
 
Puisque HA se fixant à RHAMM l’active et qu’il est augmenté à 3H, la possibilité que 
son effecteur soit RAC 1 est envisagée et l’activité de cette dernière est estimée. Pour 
chaque microenvironnement et temps d’incubation, la forme active de RAC 1 est trappée 
puis quantifiée par western blot parallèlement au RAC 1 total. 
L’estimation du rapport RAC 1 actif / RAC 1 total met en évidence une activité de RAC 
1 sur les deux microenvironnements testés. Au temps court, l’activité de RAC 1 est diminuée 
sur l’environnement PAI+HA, ce qui est en cohérence avec une diminution de l’étalement 
observée sur ce microenvironnement à 1 heure, et à 3 heures l’activité de RAC 1 est 
supérieure sur l’environnement PAI-1+HA par rapport à l’activité de RAC 1 sur PAI-1. Ce 
résultat est également en concordance avec l’augmentation de l’étalement observée à 3 
heures sur PAI-1+HA chez les cellules MDA-MB-231. 
 
Ces résultats mettent donc en évidence l’activité de RAC 1 sur les deux 
microenvironnements testés mais une augmentation de l’activité de RAC 1 sur le 
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microenvironnement PAI-1+HA à 3H est observée, ce qui  est en accord avec l’augmentation 
de RHAMM. De plus, il est important de noter que l’activité de RAC 1 est corrèlée avec les 
variations de la  morphologie étalée. 
 
 
 
Figure 45: Activation de RAC 1 à 1H et 3H. Quantification du RAC 1 actif (trappé) et du RAC 1 total 
par western blot chez des cellules MDA-MB-231 ensemencées sur un microenvironnement enrichi en 
PAI-1 et en PAI-1+HA et ensemencées pendant les temps variables : 1 et 3 heures. L’activité de RAC 1 
est calculée en faisant le rapport RAC 1 actif / RAC 1 total, pour les deux temps et pour chaque 
microenvironnement. Au temps 1 heure, l’activité de RAC 1 diminue en présence de  PAI-1+HA par 
rapport à l’activité de RAC 1 sur PAI-1. Puis à 3H, l’activité de RAC 1 est augmentée sur 
l’environnement PAI-1+HA et ceci de façon similaire à la morphologie mésenchymateuse. 
Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 
0,01, *** : p < 0,001. 
 
D.2. L’activité de RhoA est similaire sur les deux microenvironnements PAI-1 et PAI-
1+HA 
 
A 1H, comme HA semble se fixer à CD44, la possibilité que son effecteur RhoA soit 
activée est envisagée et l’activité de cette dernière est estimée. Pour chaque 
microenvironnement et temps d’incubation, la forme active de RhoA est trappée puis 
quantifiée par western blot parallèlement au RhoA total. 
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L’estimation du rapport RhoA actif / RhoA total met en évidence une activité de RhoA 
sur les deux microenvironnements testés. Cependant nous n’observons aucune différence 
significative de l’activité de RhoA quelque soit le temps et le microenvironnement. 
 
 
 
 
Figure 46: Activation de RhoA 1 à 1H et 3H. Quantification du RhoA actif (trappé) et du RhoA total 
par western blot chez des cellules MDA-MB-231 ensemencées sur un microenvironnement enrichi en 
PAI-1 et en PAI-1+HA et ensemencées pendant les temps variables : 1 et 3 heures. L’activité de RhoA 
est calculée en faisant le rapport RhoA actif / RhoA total, pour les deux temps et pour chaque 
microenvironnement. Nous n’observons aucune différence significative de l’activité de RhoA quelque 
soit le temps et le microenvironnement. Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; 
t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
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MODELES, DISCUSSION ET PERPECTIVES 
 
 
 Une des caractéristiques des tumeurs solides malignes est la capacité à générer des 
métastases; ceci a induit d'innombrables études cherchant à en identifier les marqueurs. 
L’acide Hyaluronique (HA), comme l’activateur du plasminogène de type-1 (PAI 1), fait partie 
des molécules candidats. HA, également appelé Hyaluronan, est un glysoaminoglycane 
essentiel au microenvironnement cellulaire, et une molécule de régulation cellulaire (Zöller, 
2011). Retrouvé en grande quantité dans de très nombreux types de cancers, HA est un 
marqueur de mauvais pronostic (Wang, 2011). HA se fixe sur le récepteur CD44, exprimé à la 
surface de la plupart des cellules tumorales et qui semble influencer de nombreuses 
fonctions cellulaires. Mais la signalisation oncogénique HA/CD44 s'avère en réalité 
complexe. En effet, CD44, une glycoprotéine de surface, dont l'expression varie avec le degré 
d'invasivité de la tumeur (Bourguignon LY. Et al., 2008; Wang SJ. et Bourguignon LY., 2011) 
est présent sous plusieurs isoformes ; toutes contiennent un domaine extracellulaire de 
liaison avec HA. L'assemblage moléculaire HA /CD44, est retrouvé à la surface de contact des 
tumeurs (Bourguignon, 2012). HA promeut l'interaction de CD44 avec quelques "Rho - 
specific Guanine nucleotide exchange factors " ou GEF régulant, entre autres, la  GTPase 
RhoA et ensuite ROCK. 
 Un autre récepteur, RHAMM, pour Receptor for Hyaluronan Mediated Motility, 
existe également dans de nombreux types cellulaires notamment cancéreux. Une de ses 
caractéristiques est d'interagir avec CD44 et par là d'activer la voie de signalisation ERK1/2 
permettant ainsi la promotion de la motilité cellulaire tumorale (Bourguignon, 2005).  
 Les imbrications des voies de signalisation qui peuvent être activées via l'un ou 
l'autre des récepteurs et les coopérations éventuelles entre les récepteurs d'HA rendent 
cette molécule extrêmement intéressante et la découverte de ses modes d'actions, 
nécessaire à la compréhension du processus cancéreux et notamment de la phase 
d'échappement métastatique. 
 C'est la raison pour laquelle nous avons voulu caractériser le comportement de nos 
cellules cancéreuses dans divers microenvironnements enrichis en HA ou en PAI-1. Pour cela, 
nous avons utilisé les MDA-MB-231, lignée cellulaire issue d’un cancer du sein très invasif 
dont nous connaissons bien le comportement en culture, le niveau d’expression du système 
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d’Activation du Plasminogène (PAs) et pour lesquelles nous avons identifié les conditions de 
transition mésenchymo-amiboïde in vitro (Thèse Cartier-Michaud, 2010). Ce sera donc notre 
système modèle in vitro.  
 Les résultats expérimentaux montrent que le microenvironnement HA n’induit pas, 
dans nos conditions expérimentales, d’effet visible sur le comportement des cellules MDA.  
 En revanche, lorsque les cellules se retrouvent au contact de PAI-1, sous sa forme 
matricielle, la proportion de cellules blebbantes augmente et se maintient dans le temps.  
Mais de façon surprenante, lorsque les cellules se retrouvent dans un environnement mixte 
PAI-1 matriciel + HA, le comportement des MDA-MB-231 n’est semblable à l’effet d’aucun 
des éléments seuls et varie avec le temps de contact. Ceci conforte l'idée que l’interaction 
entre la cellule et le microenvironnement, fait partie d'une dynamique complexe qui fait 
intervenir de nombreux facteurs, en particulier la nature des assemblages moléculaires 
(Pengfei et al., 2012) mais aussi le temps . 
  Pour interpréter cette interaction mise expérimentalement en évidence, nous 
proposons : 
 
A. Pour un temps court de contact: 
 
HA est considéré, d’après la littérature, comme un promoteur du comportement 
mésenchymateux (Chow et al., 2010; Heise et al., 2011). Il peut se fixer soit à RHAMM soit à 
CD44 et activer respectivement la voie RAC 1 ou la voie RhoA (Goüeffic, 2006). Or 
l’activation de la voie RhoA conduit préférentiellement au comportement amiboïde et 
l’activation de la voie RAC 1, au comportement mésenchymateux (Sanz-Moreno et al., 2008). 
Dans nos conditions expérimentales, à 1 heure de contact, HA seul ne modifie pas le 
comportement des cellules MDA-MB-231 et on observe que l’expression de CD44 et de 
RHAMM, en présence de HA, est équivalente à la condition témoin.  
Nous pouvons donc conclure qu’aucune de ces voies de transduction RhoA ou RAC 1, n’est 
privilégiée.  
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Modèle d’interaction 1: Pas de voie privilégiée par HA à 1 heure de contact 
 
En présence de PAI-1 matriciel, la proportion de cellules blebbantes est supérieure au 
témoin. En revanche l’activité de RhoA n’apparaît pas significativement plus élevée dans nos 
conditions expérimentales. Or nous avons montré, sur une  lignée cancéreuse colorectale, 
SW620, que RhoA augmente de manière incontestable sur PAI-1 et ceci dès 10 minutes de 
contact, et que PAI-1 seul, promeut le maintien du blebbing (Cartier-Michaud at al., 2012). 
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Modèle d’interaction 2: PAI-1 promeut le blebbing dès une heure de contact 
 
Après un temps court de contact (1 heure), l’addition HA/PAI-1 conduit à une 
augmentation plus importante du blebbing que celle observée en présence de PAI-1 seul. 
L’expression de CD44 est aussi augmentée comparée à celle observée dans l’environnement 
PAI-1 seul ou à celui de HA seul, alors que l’expression de RHAMM et RAC 1 est diminuée sur 
PAI-1+HA comparé à PAI-1 seul. En revanche, même si nous n’avons pas de différence 
significative quant à l’activité de RhoA, l’expression de la protéine MLC-P, qui se trouve en 
aval de la voie RhoA/ROCK, est augmentée d’environ 15% sur PAI-1 + HA par rapport à PAI-1 
(Figure 47). 
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Figure 47: Augmentation de l’expression de MLC-P à 1 heure de contact sur le microenvironnement 
PAI-1+HA. Quantification du MLC-P par western blot chez des cellules MDA-MB-231 ensemencées 
sur un microenvironnement enrichi en PAI-1 ou en PAI-1+HA pendant 1 heure. L’expression de MLC-
P est augmentée de manière significative sur l’environnement PAI-1+HA comparé à PAI-1. 
Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 
0,01, *** : p < 0,001. 
 
A temps court nous proposons donc comme modèle d’interaction : 
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Modèle d’interaction 3: A 1 heure de contact, HA en présence de PAI-1 se fixe sur CD44, active la 
voie MLC-P et augmente le blebbing 
 
PAI-1 et HA contribuent ensemble à l’activation de la voie menant au comportement 
amiboïde des cellules cancéreuses MDA, vérifié notamment par l’activation de MLC-P et la 
baisse de RAC1. Cette contribution est synergique et dépend de la présence du récepteur 
CD44. 
Mais cet effet est modifié à temps plus long de contact (3 heures). 
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B. Pour un temps prolongé de contact (3 heures): 
 
A 3 heures de contact, dans nos conditions expérimentales, HA seul ne modifie 
toujours pas le comportement des cellules MDA-MB 231. Par ailleurs, on a autant 
d’expression de CD44 et RHAMM sur HA que sur le témoin.  
Nous pouvons donc conclure que même à un temps prolongé aucune de ces voies 
n’est privilégiée par le contact avec HA seul.  
 
 
 
Modèle d’interaction 4: Pas de voie privilégiée par HA à 3 heures de contact 
 
Il y a toujours plus de cellules blebbantes sur PAI-1 que sur le témoin donc PAI-1 
continue à promouvoir le maintien du blebbing. Là encore, l’activité de RhoA n’apparaît pas 
significativement plus élevée alors que nous avons montré sur les SW620, que RhoA 
augmente dans les cellules placées dans un environnement PAI-1 parallèlement au maintien 
de la morphologie amiboïde (Cartier-Michaud et al., 2012). 
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Modèle d’interaction 5 : PAI-1 continue à promouvoir le blebbing à 3 heures de contact 
 
A 3 heures de contact, HA associé à PAI-1 semble contrebalancer l’effet de PAI-1 en 
diminuant le blebbing et en augmentant l’étalement. Cet effet cellulaire est accompagné de 
l’augmentation de l’expression de RHAMM et celle de RAC 1 et une diminution d’environ 
19% de l’expression de MLC-P (figure 48) comparé à leur expression sur PAI-1 seul.   
Avec HA et PAI-1, on aurait à 3 heures une synergie inversée.  
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Figure 48: Diminution de l’expression de MLC-P à 3 heures de contact sur le  microenvironnement 
PAI-1+HA. Quantification de l’expression de MLC-P par western blot chez des cellules MDA-MB-231 
ensemencées sur un microenvironnement enrichi en PAI-1 et en PAI-1+HA pendant 3 heures. 
L’expression de MLC-P est diminuée de manière significative sur l’environnement PAI-1+HA par 
rapport à PAI-1. Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 
0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
 
Le modèle d’interaction HA+PAI-1 que nous proposons à 3 heures est le suivant : 
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Modèle d’interaction 6: A 3 heures de contact, HA, en présence de PAI-1, se fixe sur RHAMM, 
active la voie RAC 1 et promeut l’étalement des MDA-MB-231 
 
Dans la masse d’éléments qui concourrent à l’invasivité, ceux qui pourraient 
intervenir dans le « switch » entre les effets à court terme et les effets à plus long terme 
sont : 
Ø La disponibilité des récepteurs RHAMM, CD44 et uPAR: 
En effet, cet inversement d’effet de l’association HA+PAI-1 avec le temps, est rendu 
possible d'une part, par la diminution de CD44 et donc son « indisponibilité » croissante, 
(moins 25%) et d'autre part, grâce à l'augmentation du nombre de récepteurs RHAMM avec 
le temps (plus 8,1%). CD44 est moins exprimé à 3 heures dans les cellules au contact de PAI-
1+HA que lorsqu'elles se trouvent sur PAI-1 seul. Parallèlement l’expression de la protéine 
uPAR diminue également (cf. figure 34). Or de façon intéressante, Montgomery et al. en 
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2012, ont montré dans les cellules MDA que le knock-out de CD44 entraînait la diminution 
d’uPAR. Cela nous a amené à examiner, dans nos cellules MDA-MB 231, la « liaison » 
topologique de CD44 et uPAR. Environ 95% de l’uPAR est colocalisé avec CD44 (et ceci quelle 
que soit la morphologie de la cellule) (Figure 52a. de la partie Compléments et approche 
interdisciplinaire). Cette colocalisation serait-elle, dans nos cellules,  le reflet d’un lien 
fonctionnel ? En effet, récement, Perrot et al. (2012) ont montré que CD44 pouvait former 
avec LRP1 un complexe moléculaire à la surface cellulaire, capable de réguler l'adhésion des 
cellules cancéreuses. Or LRP est un des récepteurs qui permet l'internalisation des 
complexes PAI-1-uPA-uPAR. La colocalisation presque totale d'uPAR avec CD44 (Figure 52a. 
de la partie Compléments et approche interdisciplinaire) suggère qu’à l’instar de ce que 
montrent les travaux de Perrot et al., 2012, CD44 pourrait être lié à LRP dans notre modèle 
aussi. Dans ce cas le complexe moléculaire CD44/LRP/uPAR/uPA/PAI-1 aurait un accès 
renforcé à l’actine (Langlois, 2010) et donc une transduction du signal particulièrement 
efficace. A cet égard, il est intéressant de noter que la colocalisation CD44/actine et 
uPAR/actine est sensible au temps mais pas aux différents microenvironnements (Figure 
52b. et 52c. de la partie Compléments et approche interdisciplinaire). Cette hypothèse d’un  
lien possible entre CD44, LRP et le système PAs peut être conforté par des résultats 
expérimentaux, montrant que l’utilisation d’un peptide RAP se fixant à LRP et le rendant 
inefficient pour l’internalisation du complexe uPAR/uPA/PAI-1, entraîne une baisse de 
blebbing (thèse Cartier-Michaud, 2010). Même si ces résultats ne prouvent pas 
nécessairement le lien LRP/CD44, il suggère une nouvelle dimension du réseau impliqué 
dans la transition mésenchymo-amiboïde. De plus, LRP-1 a été identifié comme un 
régulateur négatif de RAC-1 (Ma, 2002) renforçant encore la cohérence de notre modèle et 
l’intérêt d’explorer l’hypothèse d’une signalisation de PAI 1 via LRP, utilisant CD44 comme 
co-transducteur direct. 
Un deuxième élément qui pourrait entrer en jeu dans le « switch » morphologique 
observé entre 1H et 3H, est la taille de l’acide hyaluronique. 
Ø Kouvidi et al., en 2011, ont montré que le fragment entier de HA se fixait 
préférentiellement sur CD44, alors que les fragments de HA se fixent 
préférentiellement sur RHAMM. 
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Dès lors, on peut supposer que HA se fixe sur CD44 pendant un temps réduit, c'est-à-
dire tant qu'il reste entier, puis, une fois HA clivé en petits fragments par la hyaluronidase, ce 
que nous supposons se produire entre une heure et trois heures, il se fixe sur RHAMM. 
Donc pour une cellule exprimant CD44 et RHAMM, le contact avec HA intégral 
conduirait à une fixation préférentielle sur CD44 avec activation de la voie menant au 
comportement amiboïde suggéré par l’augmentation de l’expression de la protéine MLC-P. 
En revanche, les fragments d'HA issus du clivage de la molécule initiale, se fixeraient 
préférentiellement à RHAMM (évènements probables puisqu'à la fois il y a d’avantage de ce 
type de récepteur et parce-qu’il est connu que les cellules cancéreuses secrètent des 
hyaluronidases susceptibles de cliver HA).  Globalement, ceci induirait une inversion de la 
balance en faveur de la voie Rac 1, aboutissant à une augmentation de la morphologie 
mésenchymateuse et donc à une diminution de la morphologie amiboïde. La structure  
(taille des segments produits par clivage) de HA pourrait donc influencer la voie d’activation 
mis en jeu. 
Notre modèle se complexifie donc de la manière suivante: 
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Modèle d’interaction 7: Selon le temps et probablement la taille, HA active soit la voie RAC 1, soit 
la voie MLC-P. 
 
 Néanmoins, dans nos conditions expérimentales, la présence de HA ne réussit pas à 
contrebalancer tout l'effet blebbant de PAI-1 (Figure 49). Ceci peut s’expliquer par la 
concentration de PAI-1 ; En effet en réalisant une étude d’effet dose, nous avons observé 
que l’effet de l’association HA/PAI1 variait avec la concentration de PAI-1. Pour cela, les 
cellules MDA-MB-231 sont ensemencées sur des microenvironnements enrichis à des doses 
croissantes de PAI-1 matriciel auxquels on a ajouté ou pas HA à une concentration fixe de 
125µg/ml. La morphologie amiboïde est quantifiée après 3 heures d’incubation. On 
remarque que le nombre de cellules de morphologie amiboïde augmente avec la dose de 
PAI-1. Par contre en présence de HA, la proportion de cellules blebbantes varie selon la dose 
de PAI-1. Jusqu’à des concentrations faibles de PAI-1 (entre 2 et 5µg/cm2), HA semble 
amplifier l’effet blebbant de PAI-1 puis à partir d’une concentration de 10µg/cm2, HA semble 
contrebalancer l’effet de PAI-1 (Figure 49). 
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Figure 49: Pourcentage de la morphologie amiboïde en fonction de la concentration de protéine 
matricielle. Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées sur des microenvironnements plus ou 
moins enrichis en PAI-1 matriciel auxquels on a rajouté ou pas HA à une concentration fixe de 
125µg/ml. La morphologie amiboïde  est quantifiée après 3 heures d’incubation. On remarque que le 
nombre de cellules de morphologie amiboïde augmente avec la dose de PAI-1. Par contre en 
présence de HA, la proportion de cellules blebbantes varie selon la dose de PAI-1. Jusqu’à des 
concentrations faibles de 5µg/cm2 de PAI-1, HA semble amplifier l’effet blebbant de PAI-1 puis à 
partir d’une concentration de 10µg/cm2, HA semble contrebalancer l’effet de PAI-1.Représentation 
des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 
0,001. 
 
 
Ainsi, selon les concentrations de chacun de ces protagonistes, HA et PAI 1 
s'associent ils bien dans une synergie impliquant d'une part HA/CD44/PAI1/uPAR (+uPA), et 
sans doute LRP-1. Puis selon le temps de contact, l’état de fragmentation de HA, l’activation 
décroissante de CD44 au profit de RHAMM, HA et PAI 1 agissent de manière antagonique 
impliquant HA/RHAMM/PAI1/uPAR (+uPA). 
Dans le premier cas, on voit les divers éléments agir en faveur d'une activation de la 
voie menant au comportement amiboïde. En revanche les assemblages impliqués dans le 
deuxième cas fonctionnent de manière antagonique: PAI 1 continuant à favoriser la 
première voie (pro-amiboïde) et HA via RHAMM, la deuxième (pro mésenchymateuse). 
 Symétriquement, PAI 1 doit pouvoir se fixer à uPA qui se fixe à uPAR. Or, d'une 
part, nous voyons également évoluer la quantité d'uPAR en présence d'HA seul ou en 
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présence d'HA +PAI 1. Et d'autre part, fonctionnellement, le comportement amiboïde est 
diminué en présence d'anticorps anti-CD44, qui a pour première conséquence  
« l’obligation » de HA à se lier à RHAMM. Mais, une conséquence inattendue est que le 
blocage de CD44 par anticorps pourrait également bloquer stériquement uPAR puisqu’ uPAR 
est retrouvé colocalisé avec CD44, 95 fois sur 100 (Figure 52a. de la partie Compléments et 
approche interdisciplinaire); ce blocage pourrait également concerner le récepteur 
d'internalisation LRP-1 (qui peut se lier, selon Perrot, à CD44). Ceci signifierait que les effets 
observés en présence d'anti-CD44 ne prouvent pas que la voie PAI-1 est directement 
dépendante de CD44, mais peut être topologiquement liée soit par uPAR que nous trouvons 
si fortement colocalisé avec CD44, soit par LRP1 (voir plus haut), soit par les deux. 
L'effet observé avec l'addition d'anti-RHAMM est symétrique : l'augmentation du nombre de 
cellules amiboïdes. 
 
En conclusion générale, nous avons caractérisé de façon expérimentale, différents 
effets sur le comportement des cellules MDA-MB-231, de l’association de deux éléments du 
microenvironnement intervenant dans le processus cancéreux, la forme matricielle de PAI-1 
avec la forme soluble de HA.  
Dans nos conditions expérimentales, alors qu’un microenvironnement enrichi en HA 
n’induit pas d’effet visible sur le comportement cellulaire, un microenvironnement enrichi 
en PAI-1 matriciel est capable d’entretenir la morphologie amiboïde qui est associée chez les 
cellules cancéreuses à un comportement spécifique à l’échappement métastasique (Wolf, 
Mazo et al., 2003; Carragher, Walker et al., 2006; Gadea, Sanz-Moreno et al., 2008; Mishima, 
Naotsuka et al., 2010). De façon surprenante, lorsque les cellules se retrouvent dans un 
environnement mixte PAI-1/HA, le comportement des MDA n’est semblable à l’effet d’aucun 
des éléments seuls et varie avec le temps de contact. A temps court, soit une heure de 
contact, HA en présence de PAI-1 amplifie l’effet de PAI-1 en augmentant l’expression de la 
protéine MLC-P et le blebbing. Cette contribution synergique dépend de l’activation du 
récepteur CD44, dont la présence est par ailleurs augmentée.  
Cependant, cet effet est modifié à un temps plus long de contact (3 heures) où la 
présence d’HA associée à PAI-1 semble contrebalancer l’effet de PAI-1 en diminuant le 
blebbing et en augmentant l’étalement. Cet effet cellulaire est accompagné par 
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l’augmentation de l’expression de RHAMM et celle de RAC 1 et une diminution de 
l’expression de MLC P,  comparé à leur niveau en présence de PAI-1 seul.   
Ainsi, HA et PAI-1 agissent de manière synergique à temps court de contact puis de 
manière antagonique à temps long de contact.  
De plus, bien que PAI-1 et HA aient été retrouvés en grande concentration autour des 
tumeurs les plus invasives grâce à des hybridations in situ et des obseravtions  
immunohistochimiques, (Umeda, Eguchi et al., 1997; Duffy and Duggan, 2004; Angello et al., 
1982; Sommers et al., 1994) et définis comme facteur de mauvais pronostic, c’est la 
première fois qu’on montre que ces deux éléments, l’un sous forme  matricielle et l’autre 
sous sa forme soluble,  coopèrent de manière si complexe et évolutive. L’ensemble de ces 
résultats confirme la dynamique complexe du microenvironnement qui régit le 
comportement des cellules cancéreuses. En effet, la composition et la dynamique du 
microenvironnement, la quantité des récepteurs présents, leur niveau d’activation, les 
assemblages moléculaires et leurs cinétiques sont à prendre en compte dans la complexité 
de leur association,  lors des études de comportement cellulaire. 
 
C. Perspectives 
 
Les perspectives envisagées suite à ce travail sont multiples. Tout d’abord, il serait 
nécessaire à court terme de caractériser plus précisément le mécanisme moléculaire par 
lequel PAI-1 matriciel et HA soluble favorisent à temps court l’activation de la voie RhoA / 
MLC-P, et à temps plus long à l’activation de la voie RAC 1. Ceci en vérifiant l’hypothèse que 
nous avons énoncée plus haut selon laquelle ces signaux pourraient être transmis par un 
système coopératif LRP/CD44. Une première approche pourrait donc être de déterminer si 
ce type de colocalisation CD44/uPAR/LRP est observé dans les cellules de morphologie 
amiboïde sur le microenvironnement PAI+HA à 1H.  
Puis, si ceci s’avère exact, il pourrait être envisagé de rechercher les acteurs 
intracellulaires impliqués dans la transmission du signal entre LRP et MLC-P. Pour le temps 
plus long, il serait intéressant de déterminer si c’est la diminution de CD44 seule et donc la 
diminution de l’éventuel signal CD44/LRP qui oriente la cellule a choisir la voie RHAMM/RAC 
1, d’autant que Ma et al., ont montré une régulation négative de RAC 1 par LRP. Pour cela, il 
faudrait expérimentalement mesurer l’activité de RAC 1 et l’expression de MLC-P en 
122 
 
présence d’un anticorps anti-CD44 d’une part, et en utilisant RAP ou un polypeptide 
bloquant la liaison LRP-CD44 d’autre part et enfin en utilisant des molécules de PAI-1 
modifiées incapables de se lier à LRP.  
Nous savons également que la liaison d’HA à CD44 ou à RHAMM dépend également 
de l’état de HA (entier ou fragmenté) (Kouvidi, 2011) et donc déterminer l’évolution de la 
molécule dans nos conditions expérimentales, ou mesurer l'activité des hyaluronidases dans 
les memes conditions, serait intéressant. 
De plus, nous avons vu que les deux principales voies de signalisation étudiées, 
associées l’une à l’induction d’un comportement amiboïde et l’autre à l’induction d’un 
comportement mésenchymateux chez les cellules cancéreuses,  faisaient intervenir d’autres 
acteurs comme ROCK, ARHGAP-22, DOCK-3, WAVE 2 (Sanz-Moreno et al., 2008). Une 
compréhension détaillée du processus mis en jeu lors de l’induction des comportements 
amiboïdes et mésenchymateux des cellules cancéreuses nous permettrait ainsi d’orienter de 
nouvelles recherches visant à trouver une stratégie pour inhiber l’une ou l’autre voie car 
nous savons que les états amiboïde et mésenchymateux sont interconvertibles : lorsque l’un 
est inhibé, l’autre est activé et vice-versa (Wolf, Mazo et al., 2003; Carragher, Walker et al., 
2006; Sanz-Moreno, Gadea et al., 2008) ; il s’agirait donc d’inhiber à la fois l’état amiboïde 
des cellules cancéreuses mais aussi l’état mésenchymateux. Une inhibition simultanée de la 
protéolyse cellulaire et ROCK (Sahai et Marshall, 2003) ou de Rac-1 et de ROCK (Yamazaki, 
Kurisu et al., 2009) a déjà été testée et met en évidence une diminution de l’invasion 
cellulaire. Nous pourrions tester une autre approche consistant à inhiber en même temps 
l’état mésenchymateux et l’état amiboïde des cellules cancéreuses et à favoriser à leur place 
l’anoïkis à laquelle il est possible de sensibiliser les cellules cancéreuses (Walden, Globina et 
al., 2004; Noda, Iwai et al., 2009).  
L’ensemble de ces résultats nous a déjà permis de caractériser les principaux effets 
de l’association de PAI-1 matriciel et de HA sur le comportement cellulaire. La partie du 
mécanisme mise en évidence par notre étude, éclaire le rôle de chacune des molécules sous 
un autre jour et souligne l’importance de prendre en compte les interactions au sein de 
l'ensemble complexe « cellules/microenvironnement ».  Cette approche pourrait ouvrir la 
voie à l'identification de cibles thérapeutiques novatrices incluant l’ensemble, considéré 
dans sa dynamique, des composantes du microenvironnement cellulaire cancéreux. 
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A. Variation de l’adhérence cellulaire des MDA en fonction des microenvironnements 
et du temps 
 
Figure 50: Adhérence des cellules au temps 1H et 3H. Les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées 
sur un microenvironnement enrichi en HA, PAI-1, PAI+HA ou non enrichi (témoin). La quantification 
du nombre de cellules adhérentes aux deux temps, par la méthode de coloration au crystal violet, 
met en évidence que  l’adhérence varie selon le temps et le microenvironnement. Représentation 
des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 
0,001. 
 
Le microenvironnement HA seul ne modifie pas l’adhésion cellulaire naturel des cellules 
MDA-MB-231 quelque soit le temps, ce qui est en accord avec tous les résultats précédents 
où on n’observait aucun effet de HA par rapport à la condition « témoin ». 
En contact avec le microenvironnement PAI-1,  l’adhésion naturelle des cellules MDA est 
diminuée. A 3H on observe une proportion plus élévée de cellules blebbantes, connues pour 
être de faible adhérence. 
Enfin sur le microenvironnement HA + PAI-1, l’adhésion cellulaire est diminuée à 1H et 
augmentée à 3H  par rapport à la condition PAI-1 seul. Là encore, l’ajout de HA à PAI-1 
favorise le blebbing  des cellules à 1H, d’où la diminution de l’adhérence, et favorise 
l’étalement à 3H, d’où l’augmentation de l’adhérence. 
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B. Evaluation de la force d’adhésion par la technique de microfluidique 
 
Des études supplémentaires ont été réalisées afin d’évaluer les forces d’adhésion 
exercées par les cellules les cellules MDA-MB-231 sur les différents microenvironnements, 
notamment pour commencer sur PAI-1 et le collagène qui est un constituant majoritaire de 
la matrice extracellulaire connu pour favoriser un comportement mésenchymateux. Pour 
cela les cellules MDA sont ensemencées dans des microcanaux dont le fond est 
préalablement enrichi en PAI-1 matriciel ou en collagène (Figure 51a). Puis, après deux 
heures d’incubation, des flux de milieu de vitesses croissantes sont exercés à l’intérieur du 
microcanal pendant 10 minutes, et pour chacun d’eux, la proportion de cellules détachées 
est déterminée (différence entre le nombre initial de cellules et le nombre restant, d’après 
des photographies prises en contraste de phase). 
On observe que sur le microenvironnement enrichi en PAI-1, 50% des cellules se détachent 
lorsqu’elles sont soumises à un flux de 5 μL/min, tandis que sur un microenvironnement 
enrichi en collagène, 50% des cellules se détachent lorsqu’elles sont soumises à un flux 10 
fois plus fort, soit 50 μL/min (Figure 51b). Cette différence met donc en évidence une force 
d’adhérence plus faible des cellules sur PAI-1 matriciel que sur le collagène ; et ceci de façon 
cohérente avec les types d’adhérence majoritairement utilisés sur chacun de ces 
microenvironnements : PAI-1 / uPA-dépendant sur le premier et intégrines-dépendant sur le 
deuxième. 
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Figure 51: Variation de la force d’adhésion selon le microenvironnement. (a) Photographies d’un 
montage de 4 microcanaux sur une lame de verre. (b) Quantification du nombre de cellules MDA-
MB-231 détachées en fonction du flux de milieu exercé dans le microcanal et du type de 
microenvironnement : enrichi en PAI-1 matriciel ou en collagène. Le détachement de la majorité des 
cellules sur le microenvironnement enrichi en PAI-1 dès de faibles vitesses de flux suggère des forces 
d’adhésion plus faibles que celles adoptées par les cellules sur le microenvironnement enrichi en 
collagène. Images (issues de films) illustrant le comportement : des cellules étalées sur un 
microenvironnement enrichi en collagène soumises à un flux de 200 μL/min qui se détachent lorsque 
leurs points d’adhérence cèdent (indiqués par les flèches  ) ou que ceux restants ne sont pas 
suffisants (c) ; et des cellules de morphologie amiboïde sur un microenvironnement enrichi en PAI-1 
matriciel soumises à un flux de 5 μL/min qui semblent maintenir leur adhérence en émettant des 
blebs à leur périphérie (indiqués par les flèches ) d). Echelles, 10 μm. 
 
De façon intéressante, cette expérimentation nous a également permis d’observer un 
comportement de résistance des cellules face au flux exercé. Les cellules de morphologie 
mésenchymateuse sur le microenvironnement enrichi en collagène, semblent présenter une 
résistance passive en maintenant coûte que coûte leurs points d’adhérence initiaux, et 
semblent se détacher lorsque ces derniers cèdent ou lorsque ceux restants ne sont plus 
suffisants pour maintenir l’adhérence (Figure 51c) ; tandis que les cellules de morphologie 
amiboïde sur le microenvironnement enrichi en PAI-1 matriciel semblent présenter une 
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résistance plus active en émettant à leur périphérie des blebs qui, en augmentant leur 
surface d’adhésion, semblent maintenir leur adhérence (Figure 51d). Cependant les forces 
exercées restant faibles, ce comportement ne leur permet pas de résister à des flux aussi 
rapides que les cellules étalées sur le collagène. 
En conclusion cette expérimentation a permis de montrer que sur un 
microenvironnement enrichi en PAI-1 matriciel les cellules adoptent une adhérence de force 
faible alors que sur le collagène, les cellules adoptent une adhérence plus forte. Par la suite, 
il faudrait sur l’environnement PAI-1 ajouté avec les cellules, le HA soluble et regarder si l’on 
modifie la force d’adhésion des cellules MDA-MB-231. 
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C. Colocalisation UPAR/CD44/actine entre 1H et 3H et marquages 
 
C.1.  Colocalisation UPAR/CD44 entre 1H et 3H et marquages 
 
 
 
 
Figure 52: Marquages et évolution du pourcentage de colocalisation d’uPAR avec CD44 entre 1H et 
3H. Le pourcentage de colocalisation d’uPAR avec CD44, dans les cellules MDA-MB-231 ensemencées 
sur PAI-1 (20µg/cm2) en présence ou non d’HA (125µg/ml) entre 1H et 3H, est  évalué en moyennant 
l’analyse de 22 à 46 cellules sur chaque microenvironnement. uPAR est fortement colocalisé avec 
CD44 (environ à 95%) et cette forte colocalisation ne varie ni dans le temps ni en fonction  du 
microenvironnement. Représentation des moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, 
* : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
 
Les résultats de colocalistion montrent qu’uPAR est fortement colocalisé avec CD44 
et ceci quel que soit le temps et le microenvironnement. 
 
C.2.  Colocalisation CD44/actine entre 1H et 3H et marquages 
 
 
 
Figure 53: Marquages et évolution du pourcentage de colocalisation de CD44 avec l’actine entre 1H 
et 3H. Le pourcentage de colocalisation de CD44 avec l’actine, dans les cellules MDA-MB-231 
ensemencées sur PAI-1 (20µg/cm2) en présence ou non d’HA (125µg/ml) entre 1H et 3H, est  évalué 
en moyennant l’analyse de 22 à 46 cellules sur chaque microenvironnement. La colocalisation de 
CD44 avec l’actine diminue entre 1H et 3H quel que soit le microenvironnement. Par contre pour un 
même temps, l’ajout de HA ne modifie pas le pourcentage de colocalisation. Représentation des 
moyennes ± l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
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 La colocalisation de CD44 avec l’actine est sensible au temps de contact et diminue 
entre 1H et 3H que ce soit sur PAI-1 ou PAI-1+HA. Par contre pour un même temps, l’ajout 
de HA à PAI-1 n’entraîne pas de différence sur le pourcentage de colocalisation. 
 
C.3. Colocalisation uPAR/actine entre 1H et 3H et marquages 
 
 
 
Figure 54: Marquages et évolution du pourcentage de colocalisation d’uPAR avec l’actine entre 1H 
et 3H. Le pourcentage de colocalisation d’uPAR avec l’actine, dans les cellules MDA-MB-231 
ensemencées sur PAI-1 (20µg/cm2) en présence ou non d’HA (125µg/ml) entre 1H et 3H, est  évalué 
en moyennant l’analyse de 22 à 46 cellules sur chaque microenvironnement. La colocalisation d’uPAR 
avec l’actine diminue entre 1H et 3H quel que soit le microenvironnement. Par contre pour un même 
temps, l’ajout de HA ne modifie pas le pourcentage de colocalisation. Représentation des moyennes 
± l’écart type à la moyenne ; t-test non apparié, * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001. 
 
 
 
Comme pour CD44, la colocalisation d’uPAR avec l’actine est sensible au temps de 
contact et diminue entre 1H et 3H que ce soit sur PAI-1 ou PAI-1+HA. Par contre pour un 
même temps, l’ajout de HA à PAI-1 n’entraîne pas de différence sur le pourcentage de 
colocalisation. 
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D. Modélisation informatique 
 
Nous avons vu que chaque élément du microenvironnement considéré (protéines, 
cytokines, récepteurs, protéinases,  etc.....) est crucial et peut interagir avec un ou plusieurs 
autres éléments  et/ou avec les cellules cancéreuses ; nous prenons en considération les 
interactions aboutissant finalement à une modification mutuelle de comportement 
(celulaire) ou d’état (moléculaire). Grâce à nos expériences, nous pouvons considérer PAI-1 
matriciel, HA et leurs récepteurs ou co-acteurs, comme des régulateurs du comportement 
des cellules MDA-MB-231. PAI-1 matriciel, seul, favorise le maintien d’un comportement 
cellulaire amiboïde via l’activation de la voie RhoA, alors que, lorsqu’il est combiné à HA, son 
effet varie dans le temps. A temps court de contact avec les cellules, HA, dont on suppose la 
molécule non dégradée,  semble agir en synergie avec PAI-1; la molécule doit pour cela se 
fixer  sur CD44  activant ainsi la voie RhoA qui conduit à l’augmentation du blebbing des 
cellules. A temps de contact plus long, HA, dont on suppose la molécule fragmentée, semble 
contrebalancer l’effet de PAI-1 et augmenter l’étalement cellulaire ; la voie mise en évidence 
est celle qui suppose la fixation d'HA sur RHAMM et l’activation de la voie RAC 1.  Ainsi, de 
multiples facteurs interviennent dans le modèle  proposé et la complexité biologique de ce 
modèle, notament en raison du nombre élevé de paramètres à prendre en compte,  nous a 
amené à concevoir un modèle théorique (dont l'aplication est appelée simulateur générique) 
qui nous permettra d’analyser la cohérence de l'hypothèse biologique et éventuellement 
d’en découvrir les contradictions. 
D.1. Quel intérêt pour la biologie ? 
 
Le modèle biologique que nous proposons ci-dessus n’est qu’une vision de ce que 
pourrait être la réalité et  le fait d’utiliser la modélisation va nous permettre de conforter ou 
de réfuter ce modèle  proposé. Pour cela nous allons d’abord utiliser les résultats 
biologiques obtenus pour « illustrer » et attribuer le rôle et les fonctions possibles de chaque 
entité biologique dans le réseau. Et à partir de ce réseau biologique nous allons établir un 
modèle théorique des « fonctions et rôles » de chaque entité biologique et aussi de chaque 
facteur intervenant dans le réseau biologique.  
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Cependant, le raisonnement suivi pour établir le modèle informatique ne va pas prendre en 
compte des éléments quantitatifs comme dans nos expériences biologiques mais plutot des 
paramètres qualitatifs. Avec un simulateur nous allons ensuite générer toutes les 
« configurations possibles » du modèle selon la définition que nous lui avons donnée, et 
nous analyserons  sa dynamique en fonction de chaque configuration. 
A partir de là nous obtiendrons des objets mathématiques de type : 
-graphes de transition : graphe représentant toutes les évolutions possibles du 
modèle. 
-composante fortement connexe : Une composante fortement connexe C d’un 
graphe G est un sous-ensemble maximal de sommets tels que deux quelconques d’entre eux 
soient reliés par un chemin.  
Exemple :  
                                        
Ce graphe a deux composantes fortement connexes :{a, b} et {c}. 
-composante fortement connexe terminale : Une composante fortement connexe est 
considérée comme fortement connexe terminale quand il n’existe pas de possibilité de 
sortie de cette composante fortement connexe. 
-attracteurs : Un attracteur est une composante fortement connexe terminale et son 
bassin d’attraction se définit comme l’ensemble des configurations menant à cet attracteur. 
Nous allons ensuite comparer expérimentalement ces « résultats » avec ceux obtenus  
biologiquement.  
Il existe deux solutions possibles : l'une est en cohérence avec les résultats expérientaux ; 
l'autre ne l'est pas. 
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Dans le premier cas, le réseau biologique sur lequel le modèle a été construit peut 
représenter  une vision convenable de la réalité ; dans ce cas nous pouvons valider le 
modèle. 
Dans le deuxième cas, le réseau biologique proposé ne peut pas correspondre à une réalité. 
Cela peut s'expliquer de plusieurs manières ; soit des acteurs soit des associations inédites 
sont à prendre en compte, ou soit nous avons atttribué une fonction ou un rôle inexact à 
certains  acteurs biologiques du réseau. 
Enfin, la modélisation informatique ne sert pas uniquement à valider ou réfuter des 
hypothèses mais peut aussi permettre d'apporter des informations supplémentaires. En 
effet, parfois, la simulation réalisée à partir d'un modèle théorique peut mettre en avant 
certaines associations inconnues jusqu'alors, ou des synergies entre entités intervenant dans 
l'évolution du modèle. Ceci a des répercutions directes sur le réseau biologique et peut  
parfois permettre une réorientation de la recherche en nous amenant à envisager de 
nouvelles expériences. 
 
D.2. Un réseau d'automates pour représenter une transition morphologique cellulaire 
 
Dans notre cas, nous avons décidé, parmi différentes solutions, de représenter notre 
réseau biologique sous forme de réseau d’automates dans lequel la variable de temps est 
discrète. Un réseau d'automates est constitué d'un nombre fini d'éléments, appelés entités, 
et chaque entité peut prendre différentes valeurs discrètes (dans N). Chaque valeur 
correspond à un état particulier de l'automate. Par convention, nous noterons un tel réseau 
N et dirons qu'il est composé de n entités, numérotées de 0 à n - 1. Il faut également 
préciser que notre réseau est un réseau d’automates multi-valués et non booléens ceci 
signifie qu'il peut prendre en compte plus de deux valeurs. Ainsi le domaine de définition de 
chaque entité pourra comporter un nombre de valeurs, supérieur à deux. Dans notre cas 
nous utiliserons la valeur 0 pour une absence, la valeur 1 pour une présence « normale » et 
la valeur 2 pour une présence en proportion plus importante, comme la surexpression d'une 
molécule. 
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A partir de notre modèle biologique nous avons pris en compte 6 entités : 
· T pour le temps 
· PAI pour PAI-1 
· HAG pour le grand fragment d’HA (fragment entier).  Il va dépendre uniquement 
du temps (court) et de sa présence 
· HAP pour le petit fragment d’HA. Il va dépendre uniquement du temps (long) et 
de sa présence 
· AMIB pour le comportement amiboïde et va dépendre de la présence du grand 
fragment d’HA à temps court et ou de la présence de PAI-1 
· MESENCHY pour le comportement mésenchymateux et va dépendre de la 
présence de petit fragment d’HA à temps long et de la présence de PAI-1 à temps 
long 
AMIB et MESENCHY sont considérés comme des automates qui découlent de l'activation 
d'un réseau biologique  précis et entrainent des effets multiples caractérisé par un 
« comportement » cellulaire. 
 
Voici les fonctions de ces entités pour lesquelles on utilise comme caractères les 
opérateurs mathématiques, c’est-à-dire l'opérateur logique « ou » se symbolisant par  , 
l'opérateur logique « et » se symbolisant par & et l'opérateur logique « non » se symbolisant 
par !. 
 
· T=(T) 
· PAI=(PAI) 
· HAG=(HAG&(!T)) 
· HAP=(HAP&T) 
· AMIB=((PAI&(!T))+(HAG&(!T))) 
· MESENCHY=((PAI&T)+(HAP&T)) 
 
      Une fois ces fonctions entrées dans le simulateur, nous le lançons afin de générer toutes 
les configurations possibles du modèle et nous obtenons les résultats ci-dessous. 
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D.3. Résultats et conclusion  
 
       On obtient 8 points fixes c’est-à-dire 8 états stables du modèle avec un ordre des 
entités de gauche à droite qui est: T, PAI, HAG, HAP, AMIB et MESENCHY : [000000, 
100000, 010010, 001010, 011020, 110001, 100101, 110102]. Chacun de ces points fixes, est 
une configuration qui représente certains états du réseau biologique. Par exmple le point fixe 
010010 correspond à une configuration dans laquelle il y a présence de PAI-1 à temps court et 
où les cellules adoptent une morphologie amiboïde (Figure C4). 
 
Figure 55 : Bassin d’attraction du point fixe 010010 
 
Remarque : Les autres bassins d’attraction des 7 autres points fixes sont fournis à la fin de 
cette partie. 
Le point fixe 0000000 correspond à un état du réseau dans lequel le temps est un temps 
court et où il n'y a ni PAI-1 ni HA.  
Le point fixe 1000000 correspond à un état du réseau dans lequel le temps est long mais 
dans lequel, comme pour le précédent, ni PAI-1 ni HA ne sont présents.  
010010 est le point fixe correspondant à un état dans lequel il y a PAI-1 seul à temps court et 
où il y a un comportement amiboïde.  
Le point fixe 001010 représente l'état du réseau en présence du fragment entier de HA à 
temps court uniquement. On peut observer dans cet état que c'est le comportement 
amiboïde qui est adopté.  
Le point fixe 011020 correspond à une configuration du modèle dans lequel il y a présence 
de PAI-1 et du fragment entier de HA à un temps court, et où on observe  une forte 
proportion de cellules qui ont adopté un comportement de type amiboïde.  
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Avec le point fixe 110001 on se situe dans une configuration dans laquelle PAI-1 est présent 
pendant un période plus longue. On observe, dans ces conditions, que les cellules 
deviennent mésenchymateuses. 
Le point fixe 100101 correspond à une configuration du modèle à un temps « long » dans 
laquelle on observe l'absence de PAI-1 mais la présence de petits fragments de HA, et où les 
cellules adoptent une morphologie mésenchymateuse.  
Le point fixe 110102 correspond à une configuration du modèle à un temps long, dans 
laquelle on observe la présence de PAI-1 et du petit fragment de HA et où il y a il y a une 
forte proportion de cellules qui ont adoptée une morphologie mésenchymateuse.  
Pour conclure on peut dire que les résultats biologiques sont retrouvées dans les 
attracteurs obtenus via la simulation de notre modèle. Ainsi on peut dire que le modèle est 
cohérent avec les données expérimentales. En revanche, on a pu observer que toutes les 
configurations d'un même bassin d'attraction avaient les mêmes conditions (PAI-1, HA et 
Temps) que celle du point fixe auquel elles menaient. Ceci peut donc laisser penser que 
l'adoption des deux différentes morphologies dépend uniquement de PAI-1, HA et du temps. 
Or un point fixe représente un état stationnaire du réseau et on sait que d'un point de vu 
biologique il y a un retour en arrière possible dans la morphologie adoptée par les cellules 
cancéreuses. En effet une cellule de morphologie mésenchymateuse peut dans certaines 
conditions adoptée une morphologie amiboïde puis repassée à une morphologie étalée (et 
vice-versa). Il est donc nécessaire d'acquérir des informations supplémentaires sur le réseau 
biologique afin de pouvoir adapter la dynamique du modèle pour qu'il puisse fournir des 
attracteurs plus représentatif du phénomène biologique étudié. 
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Voici ci-dessous la représentation des 7 autres bassins d’attraction : 
 
Bassin d’attraction du point fixe 000000 : 
 
 
Bassin d’attraction du point fixe 100000 : 
 
 
 
Bassin d’attraction du point fixe 110001 : 
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Bassin d’attraction du point fixe 001010 : 
 
 
Bassin d’attraction du point fixe 011020 : 
 
 
 
Bassin d’attraction du point fixe 100101 : 
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Bassin d’attraction du point fixe 110102 : 
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Abstract
The microenvironment of a tumor can influence both the morphology and the behavior of cancer cells which, in turn, can
rapidly adapt to environmental changes. Increasing evidence points to the involvement of amoeboid cell migration and
thus of cell blebbing in the metastatic process; however, the cues that promote amoeboid cell behavior in physiological and
pathological conditions have not yet been clearly identified. Plasminogen Activator Inhibitor type-1 (PAI-1) is found in high
amount in the microenvironment of aggressive tumors and is considered as an independent marker of bad prognosis. Here
we show by immunoblotting, activity assay and immunofluorescence that, in SW620 human colorectal cancer cells, matrix-
associated PAI-1 plays a role in the cell behavior needed for amoeboid migration by maintaining cell blebbing, localizing
PDK1 and ROCK1 at the cell membrane and maintaining the RhoA/ROCK1/MLC-P pathway activation. The results obtained
by modeling PAI-1 deposition around tumors indicate that matrix-bound PAI-1 is heterogeneously distributed at the tumor
periphery and that, at certain spots, the elevated concentrations of matrix-bound PAI-1 needed for cancer cells to undergo
the mesenchymal-amoeboid transition can be observed. Matrix-bound PAI-1, as a matricellular protein, could thus represent
one of the physiopathological requirements to support metastatic formation.
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Introduction
The amoeboid and mesenchymal modes of migration are both
used by cancer cells for moving in their environment and invading
the surrounding tissues. Inhibition or up-regulation of specific
molecular pathways can determine the choice of migration mode
and can also lead to switch to the other type of cell movement, a
phenomenon known as mesenchymal-amoeboid transition (MAT)
or amoeboid-mesenchymal transition (AMT) [1,2,3,4]. Amoeboid
migration is characterized by the presence of round cells and
membrane blebbing [5] and requires RhoA and its main effector
Rho-associated Coil-containing Protein Kinase 1 (ROCK1),
which regulates the phosphorylation of Myosin Light Chain
(MLC) and Acto-Myosin contractility during the bleb life cycle
[5,6,7]. Moreover, 3-Phosphoinositide-Dependent-Protein-Kinase
1 (PDK1), an important regulator of cortical MLC phosphoryla-
tion, indirectly activates ROCK1 at the plasma membrane and
thereby promotes amoeboid cell motility [8]. On the other hand
and differently from the mesenchymal mode, amoeboid migration
does not require pericellular proteolysis [3]. However, the cues
that promote the amoeboid behavior in physiological and
pathological conditions have not been clearly identified yet [9].
The cell microenvironment can influence both the morphology
and behavior of cancer cells (reviewed recently by Mantovani
[10]). Plasminogen Activator Inhibitor type-1 (PAI-1) is found in
high amount in the microenvironment of aggressive tumors and is
considered as a marker of bad prognosis [11,12]. PAI-1 is part of
the Plasminogen Activator (PA) system that includes also urokinase
Plasminogen Activator (uPA) and its receptor (uPAR). In addition
to catalyzing the degradation of the extracellular matrix and
modulating cell adhesion [13,14], various components of the PA
system also influence cell migration [15,16,17]. Binding of PAI-1
to Vitronectin (VN) stabilizes PAI-1 in its active conformation.
Upon binding to uPAR, PAI-1 decreases its affinity for VN in the
matrix and simultaneously increases the affinity for endocytic
receptors, such as the low-density Lipoprotein Receptor-related
Protein (LRP) [18,19,20]. It has been suggested that the urokinase-
dependent PA system modulates cell migration through the Ras/
ERK pathway and the Rho/ROCK signaling cascade [21,22].
Numerous studies have shown that uPAR signals through various
pathways (Ras-Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) path-
way, Tyrosine kinases, Focal Adhesion Kinase (FAK), Src and Rac
GTPase) [23,24,25,26] and a recent review has stressed the role of
uPAR, in association with Integrins or Vitronectin, in regulating
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cell signaling [27]. Although matrix-bound PAI-1 is recognized as
a molecule participating in the regulation of the rapid attachment/
detachment of cells required for migration [14,15,16,17,18,19], no
specific signaling linked to this PAI-1 conformation has yet, to our
knowledge, been described.
In this study, we focused on the role of immobilized, active PAI-
1 in supporting blebbing of SW620 colorectal cancer cells and
investigated the signaling cascades involved in PAI-1 promotion of
cell blebbing, a typical feature of amoeboid movement. We show
that SW620 cells seeded on plates coated with immobilized, active
PAI-1 are characterized by more frequent blebbing, colocalization
of PDK1 and ROCK1 at the cell membrane and long lasting
activation of the RhoA/ROCK1 pathway in comparison to cells
seeded on collagen. Moreover, in SW620 cells seeded on
immobilized, active PAI-1 we observed membrane depositions.
Finally, modeling of the PAI-1 ‘‘cycle’’ (its expression/secretion as
a soluble protein, deposition in the matrix, activity or latency,
interactions with VN, ‘‘consumption’’ as part of a complex with
uPAR and uPA and subsequent internalization) indicates that
secreted PAI-1 by tumor cells is not homogeneously distributed at
the tumor periphery, but rather localized in high-concentration
deposits particularly in tumors characterized by the presence of
invaginations [28]. In this study we suggest that the most
aggressive cancer cells could ‘‘use’’ these high-concentration spots
of matrix-bound PAI-1 to undergo mesenchymal-amoeboid
transition and escape using the amoeboid mode of migration;
therefore PAI-1 could be part of a new physio-pathological
mechanism supporting metastatic escape.
Results and Discussion
Immobilized, active PAI-1 supports cell blebbing
To specifically assess the role of matrix-bound PAI-1 in
supporting membrane blebbing of cancer cells, we cultured
SW620 human colorectal cancer cells in plates coated with PAI-
1 14-1b, a mutant PAI-1 which is active for 500 hours. When
cultured on non-coated plates and medium supplemented with
serum (multi-molecular environment), SW620 cells could be
classified in three main morphological categories: spindle-shaped,
blebbing and round cells (Fig. 1A). The proportion of spindle-
shaped and blebbing cells was roughly the same (40%).
Conversely, when SW620 cells were seeded in plates coated with
PAI-1 14-1b or collagen in the absence of serum (mono-molecular
environment), their distribution in the three morphological
categories differed according to the type of environment.
Specifically, the proportion of blebbing cells was always higher
in cultures seeded on PAI-1 14-1b than on collagen (Fig. 1B and
C, Fig. S1), particularly at the 19 h time-point. This was not due to
differences in cell adhesion because the same number of adherent
cells was found in both conditions (Fig. S2A). In addition, the
number of blebbing cells was proportional to the concentration of
PAI-1 14-1b used to coat the plates (from 2 to 40 mg/cm2) with
saturation of the effect at 20 mg/cm2 (Fig. 1D). This concentration
was thus used for all the subsequent experiments. Bleb formation/
retraction appeared to be a quick process (Video S1), similarly to
what has been previously described by others [29,30]. Experi-
mentally, whatever the microenvironment, blebbing cells showed
no b-Tubulin re-organization, but characteristic F-Actin rings in
blebs (Fig. 1E). Moreover, clusters of b1 Integrin associated with
the F-Actin cytoskeleton were observed at the membrane of
spindle-shaped cells, whereas they were absent in blebbing cells
(Fig. 1F). Finally, in some blebbing cells, Ezrin expression was
restricted to blebs and colocalized with F-Actin [5,30] (Fig. 1G).
This is in coherence with Ezrin role in bleb dynamics [30], i.e.
stabilizing newly formed F-Actin-transmembrane protein interac-
tions. In conclusion, the blebbing cells experimentally observed in
2D cultures in the presence of immobilized, active PAI-1 have the
main characteristics described by others before [3].
These results indicate that PAI-1 is the first matrix protein
supporting cell blebbing in 2D cultures and show that when
studying the behavior of cancer cells it is crucial to take into
consideration not only the choice of 2D or 3D culture systems [9],
but also the nature, conformation and concentration of the
molecules present in the environment.
Immobilized, active PAI-1 maintains the RhoA/ROCK
pathway activation
As blebbing can occur in a ROCK1-dependent manner [31],
we then assessed the effects of Y27632, a ROCK inhibitor, on the
morphology of SW620 cells seeded either on PAI-1 14-1b- or on
collagen-coated plates. As expected, addition of Y27632 caused a
dramatic decrease in the number of blebbing cells (Fig. 2A) and an
increase of spindle-shaped cells (data not shown), indicating that
the observed blebbing process is ROCK-dependent. Then we
examined the two main pathways leading to ROCK activation:
Caspase 3 and RhoA [31]. In our experimental conditions,
ROCK activation was Caspase 3-independent, with no apoptosis
as attested by the absence of cleaved Caspase 3 (Fig. 2B), of DNA
cleavage and by the normal growth curves of cells seeded on PAI-1
14-1b or collagen (Fig. S2B). Conversely, RhoA was induced in
blebbing cells 10 min after seeding in both experimental
conditions (data not shown). However, while in blebbing cells
seeded on PAI-1 14-1b, RhoA activation increased with time till
the 19 h time-point (Fig. 2C), in blebbing cells seeded on collagen,
RhoA activation decreased rapidly after the 3 h time-point
concomitantly with the number of blebbing cells (Fig. 2C).
Accordingly, at the 19 h time-point, RhoA activity was higher in
SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b than in those seeded on
collagen (Fig. 2D). Similarly, the amount of phosphorylated MLC
(MLC-P) at the 19 h time-point was also higher in cells seeded on
PAI-1 14-1b than in cells seeded on collagen (Fig. 2E). Finally,
quantification by using the Axiovision 4.5 ‘‘Colocalization’’
module (Zeiss) indicated that ROCK1 and PDK1 were more
frequently colocalized at the membrane in SW620 cells seeded on
PAI-1 14-1b than in cells seeded on collagen. This phenomenon
was more evident at the 30 min (Fig. 2F) than at the 19 h time-
point (Fig. S3A). Specifically, as shown by the illustrative example
in Figures 2G and S3A, at any time-point, ROCK1 was
preferentially localized near the cell membrane in SW620 cells
seeded on PAI-1 14-1b, while it was homogeneously distributed in
the whole cell in cells seeded on collagen. Conversely, PDK1 was
always localized at the cell membrane whatever the environment
and the time-point (Fig. 2G, Fig. S3A). These observations are in
agreement with the need to recruit PDK1 and ROCK1 to the cell
membrane to allow cell blebbing, as suggested by Pinner and
Sahai [8]. These results indicate that immobilized, active PAI-1
supports cell blebbing through activation of the RhoA/ROCK1/
MLC-P pathway and colocalization of PDK1 and ROCK1 at the
cell membrane. This finding could help understanding how PAI-1
contributes to cancer development and progression.
The Plasminogen Activator system influences cell
blebbing
The PA system has been involved in cancer progression through
its proteolytic activity via uPA, by regulating cell adhesion via PAI-
1 [13], through its involvement in mechanical transmission [14,32]
and finally through its role in cell migration [15,17,33] (Fig. S4).
Matrix-Bound PAI-1 Supports Cell Blebbing
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Figure 1. Immobilized, active PAI-1 supports cell blebbing. (A) When SW620 human colon cancer cells are cultured in the presence of serum
they can be classified in three main morphological types: spindle-shaped, blebbing and round. Bar, 10 mm. The percentage of spindle-shaped (B) and
blebbing cells (C) is influenced by the length of time SW620 cells have been in contact with immobilized, active PAI-1 14-1b, collagen or the matrix
secreted by control cells (seeded on non-coated plates). Data are the mean 6 s.e.m. of eight independent experiments; *: P,0.05, ** P,0.01. (D)
Percentage of spindle-shaped, blebbing and round SW620 cells in plates coated with increasing concentrations of PAI-1 14-1b. Data are the mean 6
s.e.m. of four independent experiments; *: P,0.05, **: P,0.01, ***: P,0.001. Analysis by immunostaining and 3D reconstruction of the expression of
(E) F-Actin and b-Tubulin, (F) F-Actin and b1 Integrin (arrowheads point to b1 Integrin clusters), and (G) F-Actin and Ezrin (arrowheads point to
colocalization in blebs) in blebbing SW620 cell seeded on PAI-1 14-1b and spindle-shaped SW620 cell seeded on collagen at the 19 h time-point after
seeding. Bar, 5 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0032204.g001
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SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b or collagen expressed uPA
and uPAR, but the distribution of uPAR in blebbing cells was not
homogenous. Indeed, uPAR expression was higher in the basal
part of the cells and this could be of importance for cells on matrix-
bound PAI-1 (Fig. 3A). Moreover, in blebbing cells, uPAR
colocalized at the cell membrane with uPA (Fig. S3B) and PAI-1
Figure 2. Immobilized, active PAI-1 maintains the RhoA/ROCK pathway activation. (A) Percentage of blebbing SW620 cells seeded on PAI-
1 14-1b or collagen in the presence of the ROCK inhibitor Y27632 (Y27) (10 mM) at 19 h time-point after seeding. Data are the mean6 s.e.m. of three
independent experiments; **: P,0.01. (B) Detection of cleaved Caspase 3 by immunoblotting in SW620 cells seeded on non-coated plates (control),
PAI-1 14-1b or collagen 19 h and 24 h after seeding. SW620 cells treated with 1 mM staurosporin (St.) for 24 h were used as positive control. b-Tubulin
served as loading control. (C) RhoA activity and proportion of blebbing cells in SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b or collagen at different time-points
after seeding. Values were normalized to the effects at 3 h for each condition. Data are the mean 6 s.e.m. of four independent experiments. (D)
Quantification following immunoblotting of active RhoA relative to total RhoA in SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b or collagen for 19 h. Data are
the mean 6 s.e.m. of three independent experiments; ***: P,0.001. (E) Quantification following immunoblotting of phosphorylated MLC (MLC-P)
relative to b-Tubulin (loading control) expression in SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b or collagen for 19 h. Data are the mean 6 s.e.m. of three
independent experiments; *: P,0.05. (F) Percentage of ROCK1 colocalization with PDK1 relative to total ROCK1 expression in blebbing SW620 cells
seeded on PAI-1 14-1b or collagen for 30 min. Data are the mean6 s.e.m. of the analysis of ten blebbing cells in each microenvironment; **: P,0.01.
(G) Expression of PDK1 and ROCK1 in blebbing SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b or collagen for 30 min. The colocalization of PDK1 and ROCK1 is
shown and their signal distributions are compared. Bar, 5 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0032204.g002
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(Fig. S3C), which was strongly expressed in blebs (Fig. 3B),
suggesting that [uPAR:uPA:PAI-1] complexes might be more
easily formed at the membrane of cells in such conditions.
We then tried to understand to which extent the formation of
[uPAR:uPA:PAI-1] complexes is needed for maintaining cell
blebbing. To this aim, we first tried to impair the formation or
internalization of the [uPAR:uPA:PAI-1] complex by using
antibodies against uPA and uPAR. Addition of anti-uPA or anti-
uPAR antibodies to the culture medium led to a significant
decrease in the number of blebbing cells in cultures seeded on
PAI-1 14-1b (Fig. 3C). We then grew SW620 cells in plates coated
with PAI-1 R, a dominant negative PAI-1 mutant that binds
transiently and weakly to uPA [34]. Also in this case the number of
blebbing cells decreased (Fig. 3D). However, addition of soluble
PAI-1 14-1b had no effect on the blebbing of cells seeded on non-
coated plates (Fig. 3E), thus ruling out a positive influence of
soluble PAI-1 on the blebbing process and stressing the specific
role of matrix-bound PAI-1 in the same process. Taken together,
these data suggest that the optimal situation for cancer cell
blebbing is the presence of uPAR together with active uPA and
immobilized, active PAI-1. LRP does not seem to be directly
required for cell blebbing because seeding cells on plates coated
with PAI-1 R76E, a PAI-1 mutant that cannot bind to LRP, only
slightly modified the number of blebbing cells (Fig. 3D). However,
we cannot exclude the participation of other internalization
receptors, such as Endo 180 or GP 330, in uPAR recycling
[35,36,37]. Moreover, the localization of uPAR at the cell
membrane of blebbing cells suggests that uPAR could participate
in the process of polarization involved in cell amoeboid migration.
Indeed, it has been stressed [27] that the multiple functions and
interactions of uPAR and uPA must be taken into account when
trying to understand the process of cancer cell migration,
especially the finely tuned crosstalk between cancer and stromal
cells (in terms of changes in the microenvironment).
Finally, at early time-points after seeding on non-coated plates,
little spots that were strongly positive for PAI-1 expression were
observed around the membrane of blebbing cells on immobilized,
active PAI-1 and non-coated plates in about 30% of the entire cell
population, but not on collagen coated plates (Fig. 3F, Video S2).
This suggests that membrane depositions are formed at the
membrane of blebbing cells, as previously described in conven-
tionally migrating cells [38,39,40] and in blebbing cells [41].
Membrane depositions can influence processes as diverse as cell
polarity, differentiation, migration, chemotherapy resistance,
immuno-regulation, inflammation, coagulation, angiogenesis and
cancer metastasis [42] and to act as mediators of intercellular
communication in cancer [42]. Colorectal cancer cells, among
which also SW620 cells, can release exosome-like membrane
depositions [43,44]. Proteomic analysis of these structures in
SW620 cells showed the presence of PAI-1 and uPA, but no
uPAR, PDK1 or ROCK1 (Lim JWE et al., 2010, http://www.
ludwig.edu.au/archive/JustinLimSupplemental/index.htm). Simi-
larly, in our experimental conditions, membrane depositions
contained PAI-1 (Fig. 3F and G, Fig. S3D, Video S2 and Video
S3) and uPA (Fig. S3F), but not uPAR. However, both PDK1 and
ROCK1 were found in these structures (Fig. 3H, Video S4), as
well as Flotillin1 (Fig. 3G, Fig. S3E) and b1 Integrin (Fig. S3D and
E) that have been previously detected in exosomes and ectosomes.
Moreover, PAI-1 strongly colocalized with the cell membrane
(labeled with fluorescent wheat germ agglutinin), decorated
membrane deposits, and partially colocalized with Flotillin1 and
b1 Integrin (Fig. 3F and G, Fig. S3D).
Such membrane depositions were never observed in cells seeded
on collagen (data not shown), suggesting that immobilized, active
PAI-1 could act as an indirect promoter of accumulation at the cell
membrane of various molecules and vesicle/membrane deposition
by supporting blebbing, which in turn also favors accumulation at
the cell membrane and vesicle/membrane deposition. Matrix-
bound PAI-1 thus is, to our knowledge, the first matricellular
protein [45] to influence the formation of such membrane
depositions. Moreover, PAI-1 in membrane deposits was also
detected with an antibody directed against active PAI-1 (data not
shown), thus suggesting a unique role for blebbing in the
microenvironmental modification process. Furthermore, mem-
brane deposits formation and accumulation appeared to be
polarized (Fig. 3F, G and H), as schematically summarized in
Figure 3I. Each cell might thus participate in the modification of
its immediate environment, including the presence of spots of
active PAI-1 in the matrix, defining qualitatively and topologically
a new microenvironment for itself but also for other cells, as
stressed in previous studies [46].
Altogether our work suggests that, in SW620 cells, formation of
[uPAR:uPA:PAI-1] complexes, particularly with matrix-bound
PAI-1, is pivotal in supporting cell blebbing. The higher uPAR
expression in the basal part of cells seeded on PAI-1 14-1b (Fig. 3A)
suggests that such complexes are more likely to be formed in the
adherent part of the cell. This is well in line with previous studies
showing that VN expression is localized between the cell
membrane and the extracellular matrix [47]. As [uPAR:uPA:
PAI-1] complex formation is needed to activate the Rho pathway
and to support cell blebbing and since uPAR is not a
transmembrane receptor, we think that this effect might not occur
through direct signal transduction (which requires a transmem-
brane receptor), but rather through biomechanical signal trans-
mission (thus implicating an unknown co-actor), as previously
mentioned [32] (Fig. 4). The role of matrix-bound PAI-1 in
blebbing could therefore be to promote many new and weak
interactions between matrix-bound [uPAR:uPA:PAI-1] complexes
and cofactors at the cell membrane, that might lead to amoeboid
cell behavior.
Figure 3. The Plasminogen Activator system influences cell blebbing. (A) Number of stained pixels of the uPAR immunostaining z-profile in
SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b or collagen for 19 h. Data are the mean 6 s.e.m. of the analysis of thirty blebbing cells; *: P,0.05, **: P,0.01. (B)
Expression of F-Actin and PAI-1 in blebbing SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b for 19 h. (C) Percentage of blebbing SW620 cells (3 h after seeding)
seeded on plates coated with PAI-1 14-1b or non-coated plates (Control) and in which the medium was supplemented with IgG, anti-uPA or anti-
uPAR antibodies. Data are the mean 6 s.e.m. of three independent experiments; ***: P,0.001. (D) Percentage of blebbing SW620 cells seeded on
PAI-1 14-1b, PAI-1 R76E or PAI-1 R at the 3 h and 19 h time-points. Data are the mean 6 s.e.m. of three independent experiments; *: P,0.05, **:
P,0.01. (E) Percentage of blebbing SW620 cells (3 h after seeding) seeded on plates coated with PAI-1 14-1b or non-coated plates (Control) and in
which the medium was supplemented with soluble PAI-1. Data are the mean6 s.e.m. of three independent experiments; **: P,0.01, ***: P,0.001. (F)
Localization of PAI-1 at the membrane (stained with wheat germ agglutinin) in SW620 cells seeded on non-coated plates for 30 min. (G) Flotillin1 and
PAI-1 expression in SW620 cells seeded on non-coated plates for 30 min. (H) PDK1 and ROCK1 expression in SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b for
30 min. (I) Schematic representation of deposits, which include PAI-1, uPA, PDK1, ROCK1, Flotillin1 and b1 Integrin, of blebbing cells in a 2D
microenvironment. Bar, 5 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0032204.g003
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Modeling PAI-1 deposition and simulation of its possible
effects on amoeboid cell behavior
In order to durably maintain membrane blebbing, PAI-1 has to
be present in the matrix at very high concentrations. To further
investigate the scenario suggested by our experimental observa-
tions, we first carried out an in silico simulation aiming at modeling
PAI-1 deposition around a growing tumor (Fig. 5A) by
implementing a cellular automata simulation of PAI-1 secretion
by growing tumor cells. This model showed that a minimal
mechanism, i.e. the random growth of tumor cells together with
the diffusion/deposition of secreted PAI-1 (or of any secreted
protein) on the available matrix, is enough to account for the
highly heterogeneous distribution (spots) of matrix-bound PAI-1 at
the tumor periphery. Then we used a more refined simulation to
describe how the behavior of cancer cells is modified by the
presence of increasing/decreasing concentration of immobilized,
active PAI-1. This is a more ‘‘realistic’’ agent-based simulation of
tumor growth, involving more cell states and different molecular
species, although still simpler than the biological reality and
restricted to what we think to be the main actors (Fig. S5, Video
S5). It reproduces both the observed structure of a tumor and its
surroundings as well as the heterogeneous distribution of matrix-
bound PAI-1 around the tumor [12]. A given cell at the periphery
of the tumor can ‘‘meet’’ a spot of high concentration of matrix-
bound PAI-1 and ‘‘use’’ it for maintaining blebbing. Overall, both
simulation studies support a mechanism whereby all tumor cells
produce and deposit enough PAI-1 to maintain the blebbing of a
very small fraction of them. This behavior is favored by the local
morphology and tumor growth history, thus explaining the
persistence of a microenvironment locally favorable to blebbing.
This feature of the tumor microenvironment can be pivotal in
modulating (or influencing) the behavior of a single cell following
variation of the concentration of available matrix-bound PAI-1. In
Figure 5C, we describe the dynamical transitions between the
mesenchymal and amoeboid state of a single cell depending on the
microenvironment. This two-state diagram is supported by our
experimental data, showing that, in the presence of high
concentrations of matrix-bound PAI-1, more cells are in the
amoeboid state (Fig. 1D and Fig. S1), a situation associated with
the activation of the RhoA/ROCK1/MLC-P signaling pathway.
We thus hypothesized that, when the extracellular matrix of a
tumor cell is progressively enriched in PAI-1 (x-axis), the cell
mesenchymal state maintained by adhesion via Integrins (y-axis) is
perturbed. Indeed, as observed by others, PAI-1 is an efficient
perturbator of Integrin-dependent adhesion [19,48]. Specifically,
high concentrations of PAI-1 disrupt the first equilibrium state and
Figure 4. Involvement of the Plasminogen Activator system in the signaling to regulate the transition between mesenchymal and
amoeboid migration. uPAR can interact with different types of Integrins and participates in the activation of the MEK/ERK and Rac pathways, both
leading to mesenchymal migration. Active, matrix-bound PAI-1 blocks the association of Integrin and uPAR with the extracellular matrix and
subsequently supports cell blebbing by activating the RhoA pathway. If only matrix-bound PAI-1 is available, as in our experimental model, the RhoA
pathway is activated either through biomechanical transmission (implicating an unknown co-actor) or transduction (implicating a transmembrane
receptor; altogether these events might lead to amoeboid migration.
doi:10.1371/journal.pone.0032204.g004
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drive the cell towards another equilibrium, i.e. the amoeboid state
where adhesion becomes PAI-1-dependent. If all the required
conditions are met, the cell starts to move on matrix-bound PAI-1,
‘‘consumes’’ it by internalizing it together with [uPA:uPAR]
complexes and leaves the high-concentration PAI-1 spot [28].
Experimentally, cells seeded on immobilized, active PAI-1
progressively consume it as indicated by the time-dependent
decrease of PAI-1 14-1b concentration (and effect), while their
production of endogenous PAI-1 is not modified (Fig. 5B). As a
consequence, cell spreading is again favored by reengagement of
Integrin-dependent adhesion (in our conditions, after the 19 h
time-point, Fig. 1B), until the cell reaches a new equilibrium, i.e.
the mesenchymal state. These MAT and AMT transitions are
mathematically modeled as a switch between two dynamically
stable states associated with amoeboid and mesenchymal behavior
(Fig. 5C). The changes at different matrix-bound PAI-1 concen-
trations correspond to the hysteretic cycle predicted by our model.
Our integrated scenario for metastatic escape is based on a
succession of ‘‘hiving cycles’’ in which the microenvironment is
controlled internally by the tumor growth and secretions,
switching cells (when the matrix-bound PAI-1 concentration is
high enough) from the mesenchymal state to the amoeboid state.
This allows the cell to escape from the primary tumor and,
possibly, to generate a secondary tumor, when switching back to
the mesenchymal state (at low concentrations of matrix-bound
PAI-1). Although migration of blebbing cells is an individual and
rare phenomenon, as illustrated by the presence of a single cell
migrating towards other cells in a PAI-1-coated well seeded with
SW620 cancer cells (Fig. 5D, Video S6), cycling between
amoeboid and mesenchymal behavior could explain early cancer
cell escape, in which phases of proliferation and migration (leading
to metastasis) can take place [28].
Based on this model we might also hypothesize that the most
aggressive cancer cells could ‘‘use’’ the spots of high concentration
of matrix-bound PAI-1 to undergo mesenchymal-amoeboid
transition, following a physiological hysteresis [28], to deposit
membrane depositions and to escape using the amoeboid mode of
migration. VN is probably deposited in a similar fashion (i.e., in
the extracellular matrix around some cell clusters) [49], thus
offering multiple binding sites to PAI-1, which can be stabilized in
its active conformation.
It is now recognized that the blebbing and mesenchymal states
both involve rapid changes that are viewed as a response to
specific cues from the microenvironment [1]. Experimentally, a
Figure 5. Modeling PAI-1 deposition and simulation of its possible effects on amoeboid cell behavior. (A) Cellular-automata simulation
of PAI-1 secretion, diffusion and deposition (vertical axis) in tumors of different cell size (10, 100 and 500 cells). (B) Detection of endogenous PAI-1 and
recombinant PAI-1 14-1b by immunoblotting in SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b at different time-points. Signal intensities were normalized to the
expression of b-Tubulin. (C) Mathematical modeling of the possible effects of changes in the concentration of matrix-bound PAI-1 in the hysteretic
cycle between amoeboid and mesenchymal behavior. (D) Amoeboid pseudopodal migration of a blebbing SW620 cell seeded on PAI-1 14-1b (17 h
after seeding). Arrowhead indicates a pseudopod. Speed was evaluated at 0.4 mm/min (see also Video S6). (E) Transition between blebbing and
spindle-shaped morphology, and back, in blebbing morphology in a SW620 cell (w) seeded on PAI-1 14-1b (7 h after seeding) (see also Video S7). Bar,
10 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0032204.g005
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blebbing cell can spread and then return to the blebbing state
(Fig. 5E, Video S7), or stay spread (Video S8).
Our results highlight that amoeboid cell migration is supported
by matrix-bound PAI-1 in a 2D environment. It is predominantly
‘‘single cell, blebby, covering local short distances’’, and, as such,
consistent with the way cancer metastases reach distant sites
[9,50]. However, the PAI-1 effect on cell blebbing is observed only
when PAI-1 is present at high concentration, in the active
conformation and immobilized; moreover, PAI-1 binding to LRP
or its internalization does not seems to be indispensable based on
our observations. The availability of uPA is required for binding to
matrix-bound PAI-1, which is its immediate, localized and
preferred inhibitor, rather than for its proteolytic activity [51].
The formation of [uPAR:uPA:PAI-1] complexes leads to weak
adhesion [32], but rapid turnover [28], especially of uPAR which
seems to be localized in blebs, like ROCK1 and PDK1, leading to
the local persistence of blebbing [8].
All together our results show that blebbing cells in contact with
high concentrations of matrix-bound PAI-1 extend the duration of
blebbing and display the main requirements for amoeboid
behavior. A tumor environment rich in matrix-bound PAI-1
might thus provide interconnected inputs that modulate cell
adhesion and cytoskeletal organization, impacting on tumor cell
shape, cell polarization and finally, mode of migration. PAI-1 is
the first matrix-bound protein described as maintaining mem-
brane blebbing of cancer cells supporting amoeboid behavior, and
thereby most possibly favoring metastatic escape.
Materials and Methods
Cell line and microenvironments
The SW620 human colorectal cancer cell line (from ATCC)
was maintained in Leibovitz L-15 medium (Invitrogen) supple-
mented with 10% fetal calf serum (FCS) (Sigma-Aldrich), 100 U/
ml penicillin and 100 mg/mL streptomycin (Invitrogen) at 37uC in
a 0% CO2 humidified atmosphere. Cells in the exponential phase
of growth were trypsinized with Trypsin-EDTA (Invitrogen),
suspended in serum-free medium containing 1% BSA (Sigma-
Aldrich) and 200,000 cells per cm2 were seeded in 1.9 cm2 wells
on acidified glass cover-slips coated with PAI-1 14-1b (the stable
active form of PAI-1 that shows full inhibitory activity and binds to
VN and LRP), PAI-1 R (stable active form with transient
inhibitory activity; binds to VN), PAI-1 R76E (stable active form
with full inhibitory activity; binds to VN but not to LRP) (kindly
provided by Dr. Daniel A Lawrence), or collagen ([Ref. 354236]
BD Biosciences) as indicated. In all experiments, unless otherwise
stated, PAI-1 was used at the concentration of 20 mg/cm2 and
collagen at 10 mg/cm2. Non-coated acidified glass cover-slips were
used for controls. The ROCK inhibitor Y27632 (10 mM; [Ref.
Y0503] Sigma-Aldrich), staurosporin (1 mM; [Ref. 9953] Cell
Signaling), rabbit anti-uPA (H-140) antibody (15 mg/mL; [Ref. sc-
14019] Santa Cruz Biotechnology, Inc.), rabbit anti-uPAR (FL-
290) antibody (15 mg/mL; [Ref. sc-10815] Santa Cruz Biotech-
nology, Inc.), rabbit IgG (15 mg/mL; [Ref. sc-2027] Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) and soluble PAI-1 14-1b (76 mg/mL,
corresponding to 20 mg/cm2) were also added to the medium
when required.
Adherence assay
200,000 cells per cm2 were seeded in 1.9 cm2 wells on acidified
glass coverslips coated with PAI-1 14-1b or collagen in Leibovitz
L-15 medium supplemented with 1% BSA, 100 U/ml penicillin,
100 mg/mL streptomycin and incubated at 37uC in a 0% CO2
humidified atmosphere for 3, 6, 19 and 24 hours. Adherent cells
were fixed in 3.65% formaldehyde for 10 min and stained with
0.2% crystal violet at room temperature for 15 min. After
solubilization of the crystal violet dye with 1% SDS, the number
of adherent cells was calculated by measuring the absorbance at
570 nm with a Sunrise plate reader (Tecan).
Cell growth assay
200,000 cells per cm2 were seeded in 1.9 cm2 wells on acidified
glass cover-slips coated with PAI-1 14-1b or collagen in Leibovitz
L-15 medium supplemented with 1% BSA, 100 U/ml penicillin,
100 mg/mL streptomycin and incubated at 37uC in a 0% CO2
humidified atmosphere for 6 hours. Then the medium was
replaced by Leibovitz L-15 medium supplemented with 10%
FCS, 100 U/ml penicillin and 100 mg/mL streptomycin. After 24,
48 and 72 hours, cells were trypsinized with Trypsin-EDTA
(Invitrogen) and counted with a Malassez counting chamber.
Immunoblotting
Cells were washed in phosphate-buffered saline (PBS) and lysed
directly in 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
10% glycerol, 0.5% NP40 supplemented with protease inhibitor
cocktail ([Ref. 11836170001] Roche). Denatured proteins were
separated by electrophoresis on 12% SDS-polyacrylamide or 4–
12% Bis-Tris gels and transferred either to polyvinylidene fluoride
or nitrocellulose membranes, then blocked with 5% non-fat dry
milk-PBS at room temperature for 1 hour. Membranes were
incubated with rabbit anti-MLC-P (Thr 18)-R (dilution 1:500;
[Ref. sc-19848-R] Santa Cruz Biotechnology, Inc.), rabbit anti-
PAI-1 (H-135) (dilution 1:2000; [Ref. sc-8979] Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) or rabbit anti-cleaved Caspase 3 (dilution
1:500; [Ref. 9661] Cell Signaling) primary antibodies at 4uC
overnight and then with HRP-conjugated goat anti-rabbit
secondary antibodies (dilution 1:2,000; [Ref. sc-2004] Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) at room temperature for 1 hour. The signal
was detected with ECL or ECL+ reagents (Amersham Biosciences).
Mouse anti-a-Tubulin (dilution 1:10,000; [Ref. T6199] Sigma-
Aldrich) or mouse anti-b-Tubulin (TUB 2.1) antibodies (dilution
1:2,000; [Ref. sc-58886] Santa Cruz Biotechnology, Inc.) were
used to control equal loading and binding was detected with a
HRP-conjugated goat anti-mouse secondary antibody (dilution
1:2,000; [Ref. sc-2005] Santa Cruz Biotechnology, Inc.).
RhoA activity assay
RhoA activity was assessed as previously described [52]. Cells
were washed in PBS and lysed directly in 50 mM Tris pH 7.5, 1%
Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 500 mM NaCl,
10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.5 mM Vanadate, 1 mM PMSF
supplemented with protease inhibitor cocktail ([Ref. P8340]
Sigma-Aldrich). Cleared lysates were precipitated with 60 mg of
Rhotekin-RBD protein GST beads ([Ref. RT02] Cytoskeleton
Inc.) at 4uC for 1 hour. Complexes were washed in buffer
containing 50 mM Tris pH 7.5, 1% Triton X-100, 150 mM
NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1 mM PMSF supplemented
with protease inhibitor cocktail, then denatured in Laemmli
sample buffer, immunoblotted and incubated with a mouse anti-
RhoA antibody (dilution 1:300; [Ref. sc-418] Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) followed by a HRP-conjugated sheep anti-
mouse secondary antibody (dilution 1:5,000; [Ref. NA9310] GE
Healthcare). An aliquot of the total lysate was run alongside to
quantify the total RhoA present in cell lysates in order to
determine RhoA activity as the amount of RBD-bound RhoA
relative to total RhoA; a-Tubulin expression was used to control
for equal loading.
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Immunofluorescence
Cell membranes were stained in vivo by incubation with a wheat
germ agglutinin Alexa Fluor 488/350 conjugate (dilution 1:200;
[Ref. W11261, W11263] Invitrogen) diluted in HBSS (Invitrogen)
at 37uC for 10 min. Cells were then fixed in 3.65% formaldehyde,
permeabilized in 0.1% Triton X-100 for 2 min and blocked in
PBS 1% BSA at room temperature for 20 min. F-Actin was
stained by incubating cells with Phalloidin-TRITC (1 mg/mL;
[Ref. P1951] Sigma-Aldrich) at room temperature for 30 min.
DNA was stained by incubating cells with 4,6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride (dilution 1:50,000; [Ref. D1306]
Invitrogen) at room temperature for 4 min. The primary
antibodies used were mouse anti-b-Tubulin (TUB 2.1) (dilution
1:200; [Ref. sc-58886]), mouse anti-b1 Integrin (102DF5) (dilution
1:200; [Ref. sc-73610]), rabbit anti-Ezrin (H-276) (dilution 1:200;
[Ref. sc-20773]), rabbit anti-PAI-1 (H-135) (dilution 1:200; [Ref.
sc-8979]), rabbit anti-uPA (H-140) (dilution 1:200; [Ref. sc-
14019]), mouse anti-uPAR (IID7) (dilution 1:200; [Ref. sc-
32765]) (all from Santa Cruz Biotechnology, Inc.), mouse anti-
ROCK1 (46) (dilution 1:200; [Ref. 611136] BD Biosciences),
rabbit anti-PDK1 (Y336) (dilution 1:200; [Ref. ab32573] Abcam)
and rabbit anti-Flotillin1 (dilution 1:200; [Ref. F1180] Sigma-
Aldrich). Cells were incubated at room temperature with the
relevant primary antibody for 2 hours and then for 1 hour with
TRITC-conjugated (dilution 1:100; [Ref. sc-3841, sc-3796] Santa
Cruz Biotechnology, Inc.) or Alexa Fluor 488-conjugated (dilution
1:100; [Ref. A11008, A11001] Invitrogen) secondary antibodies.
Slides were then mounted in Mowiol solution.
F-Actin 3D reconstruction
After incubation with Phalloidin-TRITC, the F-Actin cytoskel-
eton was observed with a 636/1.40 NA Plan Neofluar objective
lens and a laser confocal LSM 410 microscope (Zeiss). Optical
sections of cells were recorded with a z-axis of 0.2 mm and
individual frames were averaged 8 times with the line mode.
Before the 3D reconstruction, the stack of the grey level images (8
bits) was deconvoluted using the module of the Axiovision 3.0.6
software (Zeiss) which allows correcting the distortion due to the
optical system of the microscope. The fixed image data were
implemented at the appropriate scale with the Amira 2.3 software
(TGS Inc.) which uses the threshold segmentation method to
retain the details of cell cytoskeleton.
Microscopy
Phase-contrast images of fixed cells in PBS were taken using a
406/1.30 objective lens and a microscope equipped with an
AxioCamMRm vers.3 camera (Zeiss). Fluorescence images of cells
prepared as described before were taken using a 636/1.30 Plan-
Neofluar oil immersion objective lens and a Structured Illumina-
tion Microscopy (SIM) (ApoTome Axiovert 200, Zeiss), which is
an alternative method for obtaining optical sections, comparable
to confocal microscopy. Time-lapse phase-contrast recordings of
cells in medium were performed at 37uC and images were taken at
intervals of 30 s to 4 min for 5 min to 19 h with a 406/1.30
objective lens and the acquisition software AxioVision 4.0 (Zeiss).
Quantification of cell morphology
The different cell morphologies were quantified with the Cell
Counter plugin of the ImageJ software (http://rsb.info.nih.gov/ij)
using thirty to eighty phase-contrast images taken from three to
eight independent experiments (10 images/experiment). Cells
were classified in three categories: spindle-shaped, blebbing and
round cells.
Statistical analysis
Student’s unpaired t tests were performed using QuickCalcs
(GraphPad Software; www.graphpad.com/quickcalcs/index.cfm).
Signal distribution analysis
The signal distribution of a given protein along selected lines in
cells was obtained by using the Plot Profile tool of the ImageJ
software.
Colocalization analysis
The colocalization of two proteins was evaluated with the
Colocalization tool of the AxioVision software. The percentage of
colocalization of two proteins, i.e. the percentage of colocalized
pixels relative to the total number of pixels for each detected
protein, was obtained by selecting quadrants around cells and
fixing a common significant intensity threshold for the two
channels (a grey level of 100, with the background set at 25 and
the maximal signal at 1000). The mean colocalization percentage
of each stained protein and the s.e.m. were calculated by analyzing
10 cells. The colocalization images with the extracted common
pixels are shown after the merged images.
Simulation of PAI-1 deposition
We implemented two in silico models to simulate PAI-1
deposition during tumor growth. The cellular-automata model
simulates secretion, diffusion and deposition of any diffusible
protein and was implemented with the Mathematica software
(www.wolfram.com). The agent-based model considers different
processes (secretion, deposition and internalization of PAI-1,
proteolysis of the matrix and cell proliferation) and was
implemented with the NetLogo software (http://ccl.northwestern.
edu/netlogo).
Supporting Information
Figure S1 Microenvironment influence on cell morphol-
ogy. Percentage of spindle-shaped and blebbing SW620 cells
seeded in plates coated with different concentrations of PAI-1 14-
1b or collagen (from 2 to 40 mg/cm2) at different time-points. Data
are the mean 6 s.e.m. of four independent experiments.
(TIF)
Figure S2 Cell adherence and cell growth. (A) Number of
adherent SW620 cells seeded on plates coated with PAI-1 14-1b or
collagen at different time-points (3–24 h) after seeding. Data are
the mean 6 s.e.m. of four independent experiments; *: P,0.05.
(B) Number of SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b or collagen at
different time-points (0–72 h) after seeding. Data are the mean 6
s.e.m. of four independent experiments. F-Actin (red) and DNA
(blue) of SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b or collagen for 19 h
were immunostained to check for DNA cleavage.
(TIF)
Figure S3 Expression of components of the Plasmino-
gen Activator system and related signaling molecules
varies according to the cell morphology and the
microenvironment. (A) PDK1 and ROCK1 expression in
blebbing SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b or collagen at the
19 h time-point after seeding. On the right panel, quantification of
ROCK1/PDK1 colocalization relative to total ROCK1 expres-
sion in blebbing SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b or collagen.
Data are the mean 6 s.e.m. of the results of the analysis of ten
blebbing cells for each experimental condition. Expression of (B)
uPA and uPAR, (C) PAI-1 and uPAR in blebbing SW620 cells
seeded on PAI-1 14-1b at the 19 h time-point after seeding.
Matrix-Bound PAI-1 Supports Cell Blebbing
PLoS ONE | www.plosone.org 10 February 2012 | Volume 7 | Issue 2 | e32204
Analysis of the localization of (D) b1 Integrin and PAI-1, (E) b1
Integrin and Flotillin1 in SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b
(30 min time-point). (F) Immunostaining of the cell membrane and
uPA in SW620 cells seeded on PAI-1 14-1b (30 min time-point).
Bar, 5 mm.
(TIF)
Figure S4 Role of the Plasminogen Activator system in
cell migration. The Plasminogen Activator system is primarily
associated with the proteolytic type of cell migration where active
uPA catalyzes the cleavage of Plasminogen into Plasmin which in
turn facilitates the release of several proteolytic enzymes and the
degradation of the extracellular matrix [A] [53,54]. The principal
uPA inhibitor, PAI-1, inhibits the proteolytic activity of uPA [B]
[55]. When PAI-1 is bound to Vitronectin (VN), a major matrix
component, and uPA to its surface receptor uPAR, the [uPA:PAI-
1] complex forms a molecular link between cell and matrix that
can allow the transmission of an intracellular mechanical signal
[C] [32] and results in the internalization of the whole complex by
the a2-Macroglobulin Receptor/Low-density Lipoprotein Recep-
tor (a2-MR/LRP) [D] [35,56]. Then the [uPA:PAI-1] complex is
degraded by lysosomes [E] [55,57] and uPAR and LRP are
recycled [F] [35]. uPAR also promotes cell adhesion through its
interaction with VN in the extracellular matrix and can transmit
an intracellular biochemical signal via Integrins [G] [27].
However, active PAI-1, independently of its role as a protease
inhibitor, inhibits uPAR adhesion by blocking uPAR binding to
VN [H] [16,18]. Active PAI-1 also inhibits Integrin- and VN-
mediated cell migration by blocking binding of avb3 Integrin to
VN [I] [19,54].
(TIF)
Figure S5 Agent-based simulation of matrix-bound PAI-
1 accumulation at the tumor periphery. In this simulation
several physiological processes, such as PAI-1 secretion, deposition
and internalization, proteolysis of the matrix and cell proliferation
are taken into account (see also Video S5).
(TIF)
Video S1 Motility of blebbing SW620 cells seeded on
immobilized, active PAI-1. Time-lapse recording of blebbing
SW620 cells 3 h after seeding on PAI-1 14-1b. Images were
captured every 2 min. Bar, 10 mm.
(MOV)
Video S2 PAI-1 expression in SW620 cells seeded on
non-coated plates. The z-stack video shows details of the
immunostaining of the cell membrane (red) and of PAI-1
expression (green) from the slide to the upper part of a SW620
cell seeded on non-coated plate for 30 min. Bar, 5 mm.
(MOV)
Video S3 Flotillin1 and PAI-1 expression in SW620 cells
seeded on non-coated plates. The z-stack video shows details
of Flotillin1 (red) and PAI-1 (green) from the slide to the upper part
of a SW620 cell seeded on non-coated plate for 30 min. Bar,
5 mm.
(MOV)
Video S4 PDK1 and ROCK1 expression in SW620 cells
seeded on immobilized, active PAI-1. The z-stack video
shows details of PDK1 (red) and ROCK1 (green) from the slide to
the upper part of a SW620 cell seeded on PAI-1 14-1b for 30 min.
Bar, 5 mm.
(MOV)
Video S5 Agent-based simulation of matrix-bound PAI-
1 accumulation at the tumor periphery. Several physiolog-
ical processes are considered such as secretion, deposition and
internalization of PAI-1, proteolysis of the matrix and cell
proliferation. See color legend in Figure S5.
(MOV)
Video S6 Migration of a blebbing SW620 cell on
immobilized, active PAI-1. Time-lapse recording of SW620
cells 17 h after seeding on PAI-1 14-1b. The migration speed was
evaluated at 0.4 mm/min. Images were captured every 2 min. Bar,
10 mm.
(MOV)
Video S7 Reversibility of the blebbing and spindle-
shaped morphologies in SW620 cells seeded on immo-
bilized, active PAI-1. Time-lapse recording of SW620 cells 7 h
after seeding on PAI-1 14-1b. Images were captured every 2 min.
Bar, 10 mm.
(MOV)
Video S8 Reversibility of the blebbing morphology in
SW620 cells seeded on immobilized, active PAI-1. Time-
lapse recording of SW620 cells 16 h after seeding on PAI-1 14-1b.
Images were captured every 2 min. Bar, 10 mm.
(MOV)
Acknowledgments
We thank J. Daubriac (INSERM U674/IFR 105 CEPH IUH, Paris,
France) for his help with the Caspase 3 western blotting, M. De Toledo
(CRBM UMR 5237 CNRS, Montpellier University, Montpellier, France)
for help with the RhoA activity assays and R. Fodil (INSERM U492,
Cre´teil, France) for his technical support with confocal microscopy and F-
actin 3D reconstruction.
Author Contributions
Conceived and designed the experiments: ACM MM GG PR GBM.
Performed the experiments: ACM MM CCB GG CA AS. Analyzed the
data: ACM MM CCB GG AL FD GH PR GBM. Contributed reagents/
materials/analysis tools: ACM MM CCB GG PR DAL GBM. Wrote the
paper: GG AL GBM.
References
1. Pankova K, Rosel D, Novotny M, Brabek J (2010) The molecular mechanisms of
transition between mesenchymal and amoeboid invasiveness in tumor cells. Cell
Mol Life Sci 67: 63–71.
2. Sabeh F, Shimizu-Hirota R, Weiss SJ (2009) Protease-dependent versus -
independent cancer cell invasion programs: three-dimensional amoeboid
movement revisited. J Cell Biol 185: 11–19.
3. Wolf K, Mazo I, Leung H, Engelke K, von Andrian UH, et al. (2003)
Compensation mechanism in tumor cell migration: mesenchymal-amoeboid
transition after blocking of pericellular proteolysis. J Cell Biol 160: 267–
277.
4. Wyckoff JB, Pinner SE, Gschmeissner S, Condeelis JS, Sahai E (2006) ROCK-
and myosin-dependent matrix deformation enables protease-independent
tumor-cell invasion in vivo. Curr Biol 16: 1515–1523.
5. Sahai E, Marshall CJ (2003) Differing modes of tumour cell invasion have
distinct requirements for Rho/ROCK signalling and extracellular proteolysis.
Nat Cell Biol 5: 711–719.
6. Kimura K, Ito M, Amano M, Chihara K, Fukata Y, et al. (1996) Regulation of
myosin phosphatase by Rho and Rho-associated kinase (Rho-kinase). Science
273: 245–248.
7. Riento K, Ridley AJ (2003) Rocks: multifunctional kinases in cell behaviour. Nat
Rev Mol Cell Biol 4: 446–456.
8. Pinner S, Sahai E (2008) PDK1 regulates cancer cell motility by antagonising
inhibition of ROCK1 by RhoE. Nat Cell Biol 10: 127–137.
9. Friedl P, Wolf K (2010) Plasticity of cell migration: a multiscale tuning model.
J Cell Biol 188: 11–19.
10. Mantovani A (2009) Cancer: Inflaming metastasis. Nature 457: 36–37.
Matrix-Bound PAI-1 Supports Cell Blebbing
PLoS ONE | www.plosone.org 11 February 2012 | Volume 7 | Issue 2 | e32204
11. Duffy MJ, Duggan C (2004) The urokinase plasminogen activator system: a rich
source of tumour markers for the individualised management of patients with
cancer. Clin Biochem 37: 541–548.
12. Umeda T, Eguchi Y, Okino K, Kodama M, Hattori T (1997) Cellular
localization of urokinase-type plasminogen activator, its inhibitors, and their
mRNAs in breast cancer tissues. J Pathol 183: 388–397.
13. Chorostowska-Wynimko J, Skrzypczak-Jankun E, Jankun J (2004) Plasminogen
activator inhibitor type-1: its structure, biological activity and role in tumori-
genesis (Review). Int J Mol Med 13: 759–766.
14. Planus E, Barlovatz-Meimon G, Rogers RA, Bonavaud S, Ingber DE, et al.
(1997) Binding of urokinase to plasminogen activator inhibitor type-1 mediates
cell adhesion and spreading. J Cell Sci 110 (Pt 9): 1091–1098.
15. Chazaud B, Ricoux R, Christov C, Plonquet A, Gherardi RK, et al. (2002)
Promigratory effect of plasminogen activator inhibitor-1 on invasive breast
cancer cell populations. Am J Pathol 160: 237–246.
16. Waltz DA, Natkin LR, Fujita RM, Wei Y, Chapman HA (1997) Plasmin and
plasminogen activator inhibitor type 1 promote cellular motility by regulating
the interaction between the urokinase receptor and vitronectin. J Clin Invest
100: 58–67.
17. Wang Z, Sosne G, Kurpakus-Wheater M (2005) Plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1) stimulates human corneal epithelial cell adhesion and
migration in vitro. Exp Eye Res 80: 1–8.
18. Deng G, Curriden SA, Wang S, Rosenberg S, Loskutoff DJ (1996) Is
plasminogen activator inhibitor-1 the molecular switch that governs urokinase
receptor-mediated cell adhesion and release? J Cell Biol 134: 1563–1571.
19. Stefansson S, Lawrence DA (1996) The serpin PAI-1 inhibits cell migration by
blocking integrin alpha V beta 3 binding to vitronectin. Nature 383: 441–443.
20. Stefansson S, Muhammad S, Cheng XF, Battey FD, Strickland DK, et al. (1998)
Plasminogen activator inhibitor-1 contains a cryptic high affinity binding site for
the low density lipoprotein receptor-related protein. J Biol Chem 273:
6358–6366.
21. Jo M, Thomas KS, Somlyo AV, Somlyo AP, Gonias SL (2002) Cooperativity
between the Ras-ERK and Rho-Rho kinase pathways in urokinase-type
plasminogen activator-stimulated cell migration. J Biol Chem 277:
12479–12485.
22. Nguyen DH, Catling AD, Webb DJ, Sankovic M, Walker LA, et al. (1999)
Myosin light chain kinase functions downstream of Ras/ERK to promote
migration of urokinase-type plasminogen activator-stimulated cells in an
integrin-selective manner. J Cell Biol 146: 149–164.
23. Aguirre Ghiso JA (2002) Inhibition of FAK signaling activated by urokinase
receptor induces dormancy in human carcinoma cells in vivo. Oncogene 21:
2513–2524.
24. Kjoller L, Hall A (2001) Rac mediates cytoskeletal rearrangements and increased
cell motility induced by urokinase-type plasminogen activator receptor binding
to vitronectin. J Cell Biol 152: 1145–1157.
25. Liu D, Aguirre Ghiso J, Estrada Y, Ossowski L (2002) EGFR is a transducer of
the urokinase receptor initiated signal that is required for in vivo growth of a
human carcinoma. Cancer Cell 1: 445–457.
26. Vial E, Sahai E, Marshall CJ (2003) ERK-MAPK signaling coordinately
regulates activity of Rac1 and RhoA for tumor cell motility. Cancer Cell 4:
67–79.
27. Smith HW, Marshall CJ (2010) Regulation of cell signalling by uPAR. Nat Rev
Mol Cell Biol 11: 23–36.
28. Malo M, Cartier-Michaud A, Fabre-Guillevin E, Hutzler G, Delaplace F, et al.
(2010) When a collective outcome triggers a rare individual event: a mode of
metastatic process in a cell population. Mathematical Population Studies 17:
136–165.
29. Charras GT, Hu CK, Coughlin M, Mitchison TJ (2006) Reassembly of
contractile actin cortex in cell blebs. J Cell Biol 175: 477–490.
30. Fackler OT, Grosse R (2008) Cell motility through plasma membrane blebbing.
J Cell Biol 181: 879–884.
31. Leverrier Y, Ridley AJ (2001) Apoptosis: caspases orchestrate the ROCK ‘n’
bleb. Nat Cell Biol 3: E91–93.
32. Wang N, Planus E, Pouchelet M, Fredberg JJ, Barlovatz-Meimon G (1995)
Urokinase receptor mediates mechanical force transfer across the cell surface.
Am J Physiol 268: C1062–1066.
33. Samarakoon R, Higgins CE, Higgins SP, Kutz SM, Higgins PJ (2005)
Plasminogen activator inhibitor type-1 gene expression and induced migration
in TGF-beta1-stimulated smooth muscle cells is pp60(c-src)/MEK-dependent.
J Cell Physiol 204: 236–246.
34. Huang Y, Haraguchi M, Lawrence DA, Border WA, Yu L, et al. (2003) A
mutant, noninhibitory plasminogen activator inhibitor type 1 decreases matrix
accumulation in experimental glomerulonephritis. J Clin Invest 112: 379–388.
35. Nykjaer A, Conese M, Christensen EI, Olson D, Cremona O, et al. (1997)
Recycling of the urokinase receptor upon internalization of the uPA:serpin
complexes. Embo J 16: 2610–2620.
36. Stefansson S, Lawrence DA, Argraves WS (1996) Plasminogen activator
inhibitor-1 and vitronectin promote the cellular clearance of thrombin by low
density lipoprotein receptor-related proteins 1 and 2. J Biol Chem 271:
8215–8220.
37. Strickland DK, Gonias SL, Argraves WS (2002) Diverse roles for the LDL
receptor family. Trends Endocrinol Metab 13: 66–74.
38. Providence KM, Higgins SP, Mullen A, Battista A, Samarakoon R, et al. (2008)
SERPINE1 (PAI-1) is deposited into keratinocyte migration ‘‘trails’’ and
required for optimal monolayer wound repair. Arch Dermatol Res 300:
303–310.
39. Rougier JP, Guia S, Hagege J, Nguyen G, Ronco PM (1998) PAI-1 secretion
and matrix deposition in human peritoneal mesothelial cell cultures: transcrip-
tional regulation by TGF-beta 1. Kidney Int 54: 87–98.
40. Seebacher T, Manske M, Zoller J, Crabb J, Bade EG (1992) The EGF-inducible
protein EIP-1 of migrating normal and malignant rat liver epithelial cells is
identical to plasminogen activator inhibitor 1 and is a component of the ECM
migration tracks. Exp Cell Res 203: 504–507.
41. Maxwell CA, McCarthy J, Turley E (2008) Cell-surface and mitotic-spindle
RHAMM: moonlighting or dual oncogenic functions? J Cell Sci 121: 925–932.
42. Lee TH, D’Asti E, Magnus N, Al-Nedawi K, Meehan B, et al. (2011)
Microvesicles as mediators of intercellular communication in cancer-the
emerging science of cellular ‘debris’. Semin Immunopathol 33(5): 455–467.
43. Diehl HC, Stuhler K, Klein-Scory S, Volmer MW, Schoneck A, et al. (2007) A
catalogue of proteins released by colorectal cancer cells in vitro as an alternative
source for biomarker discovery. Proteomics Clin Appl 1: 47–61.
44. van Niel G, Raposo G, Candalh C, Boussac M, Hershberg R, et al. (2001)
Intestinal epithelial cells secrete exosome-like vesicles. Gastroenterology 121:
337–349.
45. Maquerlot F, Galiacy S, Malo M, Guignabert C, Lawrence DA, et al. (2006)
Dual role for plasminogen activator inhibitor type 1 as soluble and as
matricellular regulator of epithelial alveolar cell wound healing. Am J Pathol
169: 1624–1632.
46. Tomasini-Johansson BR, Sundberg C, Lindmark G, Gailit JO, Rubin K (1994)
Vitronectin in colorectal adenocarcinoma–synthesis by stromal cells in culture.
Exp Cell Res 214: 303–312.
47. Minor KH, Peterson CB (2002) Plasminogen activator inhibitor type 1 promotes
the self-association of vitronectin into complexes exhibiting altered incorporation
into the extracellular matrix. J Biol Chem 277: 10337–10345.
48. Czekay RP, Aertgeerts K, Curriden SA, Loskutoff DJ (2003) Plasminogen
activator inhibitor-1 detaches cells from extracellular matrices by inactivating
integrins. J Cell Biol 160: 781–791.
49. Aaboe M, Offersen BV, Christensen A, Andreasen PA (2003) Vitronectin in
human breast carcinomas. Biochim Biophys Acta 1638: 72–82.
50. Thiery JP (2002) Epithelial-mesenchymal transitions in tumour progression. Nat
Rev Cancer 2: 442–454.
51. Friedl P, Wolf K (2009) Proteolytic interstitial cell migration: a five-step process.
Cancer Metastasis Rev 28: 129–135.
52. Vinot S, Anguille C, de Toledo M, Gadea G, Roux P (2008) Analysis of cell
migration and its regulation by Rho GTPases and p53 in a three-dimensional
environment. Methods Enzymol 439: 413–424.
53. Dass K, Ahmad A, Azmi AS, Sarkar SH, Sarkar FH (2008) Evolving role of
uPA/uPAR system in human cancers. Cancer Treat Rev 34: 122–136.
54. Heegaard CW, Simonsen AC, Oka K, Kjoller L, Christensen A, et al. (1995)
Very low density lipoprotein receptor binds and mediates endocytosis of
urokinase-type plasminogen activator-type-1 plasminogen activator inhibitor
complex. J Biol Chem 270: 20855–20861.
55. Cubellis MV, Wun TC, Blasi F (1990) Receptor-mediated internalization and
degradation of urokinase is caused by its specific inhibitor PAI-1. Embo J 9:
1079–1085.
56. Czekay RP, Kuemmel TA, Orlando RA, Farquhar MG (2001) Direct binding of
occupied urokinase receptor (uPAR) to LDL receptor-related protein is required
for endocytosis of uPAR and regulation of cell surface urokinase activity. Mol
Biol Cell 12: 1467–1479.
57. Estreicher A, Muhlhauser J, Carpentier JL, Orci L, Vassalli JD (1990) The
receptor for urokinase type plasminogen activator polarizes expression of the
protease to the leading edge of migrating monocytes and promotes degradation
of enzyme inhibitor complexes. J Cell Biol 111: 783–792.
Matrix-Bound PAI-1 Supports Cell Blebbing
PLoS ONE | www.plosone.org 12 February 2012 | Volume 7 | Issue 2 | e32204
 1 
Combination of antiviral agent Cidofovir and anti-EGF receptor antibody 1 
Cetuximab exerts an antiproliferative effect on HPV positive cervix cancer 2 
cell lines in vitro and in vivo xenografts 3 
  4 
 5 
 6 
Mélanie Deberne
1, 2
, MD, Antonin Levy
1, 2
, MD, Michele Mondini
1
, PhD, Sonia Vivet
1
, 7 
Ajitha Supiramaniam
1
, Jean Bourhis
1, 2
, MD, PhD, Marie-Catherine Vozenin
1
, PhD, and Eric 8 
Deutsch
1, 2,*
, MD, PhD 9 
 10 
1
 Inserm U1030, Radiothérapie moléculaire, Université Paris XI, le Kremlin-Bicêtre. 11 
2
 Department of Radiation Oncology, Institut Gustave Roussy, Villejuif, France 12 
 13 
 14 
*Corresponding author: Eric Deutsch, MD, PhD; Institut Gustave Roussy; 39 rue Camille 15 
Desmoulins; 94800 Villejuif ; France ; Email: deutsch@igr.fr  Tel: + 33 1 42 11 65 73, Fax: + 16 
33 1 42 11 52 53 17 
*3. Manuscript
Click here to view linked References
 2 
Abstract 1 
 2 
Objectives: Cervix carcinoma remains a leading cause of women mortality worldwide and 3 
over 90% of them contain human papillomavirus (HPV) genome. Cross-talk between 4 
epidermal growth factor receptor (EGFR) and HPV have been reported and are implicated in 5 
tumor progression. The combination of the antiviral compound Cidofovir (Cd) with the 6 
monoclonal antibody anti-EGFR Cetuximab (Cx) was evaluated.   7 
Methods: HPV-positive (HeLa and Me180) and negative (C33A, H460 and A549) human 8 
cancer cell lines were incubated with Cd (1 to 10 ug/ml) and/or Cx (10 or 50 ug/ml). The anti-9 
tumor effect of the combination was assessed in vitro using clonogenic survival assay, cell 10 
cycle analysis and phospho-H2AX level. Tumor growth delay was assayed in vivo with 11 
xenograft models. A pan-genomic analysis was performed to identify the genes differentially 12 
expressed in untreated HeLa HPV positive cells versus cells treated by the Cd-Cx 13 
combination.  14 
Results: The Cd-Cx combination inhibited proliferation in all cell lines tested. The association 15 
of Cd and Cx exerted a synergistic activity on HPV-positive but not on HPV-negative cell 16 
lines. The combination delayed tumor growth of HPV-positive tumors in vivo whereas no 17 
efficacy was reported in HPV-negative xenograft nor induced by single-drug therapy. The 18 
combination induced a S-phase arrest associated with enhanced level of double-strand break 19 
in Me180 and HeLa cell lines. Gene profiling assay revealed a significant differential 20 
modulation of genes in HeLa cell lines treated with the association of Cd and Cx.   21 
Conclusions: The current data support a synergistic anti-proliferative action of Cd-Cx 22 
combination on HPV-related cervix tumors. 23 
 24 
 Keywords: Cidofovir; Oncoprotein; Cetuximab; Epidermal growth factor receptor; Human 25 
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Introduction  1 
 2 
 Over 90% of invasive cervical carcinomas worldwide contain DNA from human 3 
papillomavirus (HPV) especially high risk HPV-16 and 18 types [1, 2]. Once integrated to 4 
host DNA-cell, HPV genome encodes for 2 oncoproteins E6 and E7, that are necessary for the 5 
maintenance of the infected phenotype [3]. In the host cells, E6 binds to p53 and induces 6 
ubiquitinated-mediated degradation process, while E7 destabilizes pRb promoting tumor 7 
carcinogenesis and cell cycle progression [4, 5]. Cross-talk between epidermal growth factor 8 
receptor (EGFR) signalling pathway and HPV-16 oncogene expression was demonstrated in 9 
1995 when Peto et al. showed that the cell type-specific HPV-16 enhancer is a target of EGF-10 
induced signals, as its activity was amplified by EGF in SiHa cervical carcinoma cells [6]. 11 
Since, it was reported that the expression of HPV E6 correlated with EGFR levels [7]. Other 12 
studies suggested that oncoproteins E6/E7 activates the EGFR pathway. Indeed changes in 13 
functional levels of the HPVE6/E7 proteins may impact the growth rate of cervical cancer cell 14 
lines by reducing the stability of EGFR at the post-transcriptional level [8, 9]. The vascular 15 
endothelial growth factor (VEGF) is also upregulated by HPV16-E5 via the EGFR/MEK 1,2 16 
and Pi3K-Akt pathway [10]. 17 
 Based on the HPV-positive status of cervix carcinomas, and considering that more 18 
than 80% of these tumors are overexpressing EGFR [11], associating an antiviral agent that 19 
target the oncoprotein E6/E7 and an anti-EGFR agent may be relevant in this setting. In the 20 
2000s, experimental studies reported that antiviral agent Cidofovir (HPMPC, Vistide
®
) 21 
triggered antiproliferative activity against HPV-infected cells [12], by down regulation of E6 22 
and E7 oncoproteins at their transcriptional level, with subsequent reactivation of p53 and 23 
pRb expression [13]. This nucleosidic analog of deoxicidine monophosphate also displayed 24 
radiosensitizing [13, 14] anti-angiogenic [15], and antimetastatic effects in vitro and in vivo 25 
 5 
[16]. On the other hand, cetuximab (IMC-C225, Erbitux a is an IgG1 monoclonal antibody 1 
against the ligand-binding domain of EGFR demonstrated cytotoxic effect in combination 2 
with chemotherapeutic drugs and antiangiogenic properties, inhibiting VEGF secretion 3 
[17,18]. Additionally, Cetuximab is currently evaluated for patients with cervix cancers [18]. 4 
 In this study, we evaluated the “targeted” therapeutic combination of Cidofovir and 5 
Cetuximab, both in vitro and in vivo in HPV positive cell lines. As a comparison, HPV 6 
negative cells lines and HeLa knock-down for E6/E7 were also tested to assess the selectivity 7 
of these combination regarding HPV status, and implication of oncoproteins E6/E7.  8 
 9 
Materials and methods 10 
 11 
Cell lines  12 
 HeLa, Me180 and C33A cervix carcinoma cell line respectively HPV-16-positive, 13 
HPV-18-positive and HPV-negative were purchased from ATCC-LGC Standards and sub-14 
cultured according to manufacturer instructions. As previously described [12], HeLa cells 15 
knock down for E6 and/or E7 were used as well as two additional HPV-negative cell lines 16 
from ATCC-LGC standards, H460 and A549 (Non-small-cell lung cancer).  17 
 18 
Drugs 19 
 Antiviral compound Cidofovir, [(S)-1-[3-hydroxy-2-phosphonyl meth- oxy propyl] 20 
cytosine, HPMC, Vistide
®
], was obtained from Pfizer. The half-life of this compound is 48 h 21 
in vivo. To keep stable concentration of Cidofovir in culture medium, fresh drug was added 22 
three times per week as previously described [13].  23 
Monoclonal antibody Cx (IMC-C225, Erbitux
®
) was obtained from Merck-Serono.   24 
 25 
 6 
Clonogenic survival  1 
 Clonogenic assays were performed after exposure to Cd (1 to 10 ug/ml), Cx (10 or 50 2 
ug/ml) or combination for 14 days of incubation in normoxic conditions. The plating 3 
efficiency (PE) was calculated by dividing the number of the cellular clones by the number of 4 
cells plated per plated. The surviving fraction (SF) was calculated by normalizing with the PE 5 
of untreated cells. 6 
 7 
Analysis of additivity and synergy 8 
 Bliss model was used. A theoretical curve was calculated for combined inhibition 9 
using the equation EBliss = EA+EB−EAiss model was used. A theoretical curve was 10 
calculated for combined inhibition using the equation EBliss = EA+EBted by dividing the 11 
number of the cellular clones by the number of cells plated per plated. The surviving fraction 12 
(SF) was other than outcome, which is the case of Cd and Cx. Here, EBliss is the fractional 13 
inhibition that would be expected if the combination of the two drugs were exactly additive. If 14 
observed, the experimentally measured fractional inhibition, is less than EBliss, the 15 
combination is said to be antagonistic, and δ = Eobserved − EBliss is a negative value. If the 16 
experimentally measured fractional inhibition is greater than EBliss, the combination is said 17 
to be synergistic, and ly measured fractional [19] 18 
 19 
Cytometric flow assays for cell cycle analysis, apoptotic rate, and phosphorylated-H2AX 20 
 Cell cycle, apoptosis and phosphorylated-H2AX were measured using a FACS Calibur 21 
(BD). Cells were analyzed for Annexin V surface expression using Annexin V/FITC and 22 
Propidium Iodine (PI) from the kit Annexin-FITC Kit (Macs) to determine the rate of 23 
apoptotic cells induced by the treatment. Phosphorylation of histone H2AX at Ser
139
 was 24 
studied using p-H2AX antibody (Trevigen PC 4411-100, 1 mg/ 100 mL) 25 
 7 
 1 
RNA isolation and Quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 2 
 Total RNA was extracted from cells using RNeasy Mini Kit (Qiagen, France). First 3 
strand cDNA synthesis was carried out with SuperScrip II Reverse Transcriptase (Invitrogen). 4 
Then, Samples and non-template control were subjected to 40 cycles of amplification using an 5 
Applied Biosystems 7900HT Fast Real-time PCR System and Sybr green buffer. For control 6 
of sample loading, PCR amplification of the housekeeping gene 18S rRNA was performed for 7 
each sample using pre-Developed Taqman Assay Reagents (Applied Biosystem). Relative 8 
mRNA quantitation was performed using the comparative ase (Invitrog 9 
 10 
Genomic analysis 11 
 In order to determine the underlying mechanisms of the combination Cidofovir-12 
Cetuximab, genomic analysis was performed on 3 groups of HeLa cells treated either by 13 
Cidofovir 5 ug/ml, or combination of Cidofovir 5 ug/ml and Cetuximab 10 ug/ml versus non-14 
treated HeLa cells.  15 
 Agilent oligonucleotide technology uses dual-color analysis, in which probes from 16 
different groups of cell lines are labelled by the incorporation of Cyanine 3 (Cy3) and 5 (Cy5) 17 
respectively. Total RNA was extracted and processed [20].  18 
 Hybridization was performed on whole-human-genome 4x44K oligonucleotide 19 
microarrays (product G4112F; Agilent) with reagents and protocols provided by the 20 
manufacturer. Probe synthesis and hybridization, with a reference design, were conducted as 21 
single experiments for the analysis of the Cy3- and Cy5-labeled cRNAs pool from the 22 
primary cervix carcinomas. Feature extraction software provided by Agilent (version 23 
10.7.3.1) was used to quantify the intensity of fluorescent images and to normalize results by 24 
subtracting local background fluorescence, according to the manufacturer’s instructions. All 25 
 8 
of the data were imported into Resolver software (Rosetta Biosoftware, Kirkland, WA) for 1 
database management, quality control, and analysis. Ingenuity Pathway Analysis software 2 
was used to analyze the lists of genes and reveal their contribution to disease, to identify 3 
genetic networks and pathways that include the affected genes. 4 
 5 
In vivo assessment 6 
 2.10
6 
Me180, HeLa or C33A cells were injected subcutaneously to female nude mice 7 
aged 10-12 weeks (Elevage Janvier). When tumor volume reached +/-125 mm
2
 (equivalent to 8 
a 5 mm diameter), mice were randomly assigned to 4 groups (6-8 in each group): vehicle, Cd, 9 
Cx and both. All drugs were administered over 5 days.  Tumor growth and mice weight were 10 
measured twice a week. The volume was estimated according to the following formula: length 11 
x width
2 
/ 2. Mice were sacrificed when tumor volume reached 1500 mm
3
. The in vivo 12 
experiments were carried out under the Animal Care license no. D94-076-11 (Ministeach 13 
gro’Agriculture). For statistical comparison of tumor volumes in treated versus control mice, 14 
the Student's t test (two sided) and ANOVA were used. Growth delay was defined as the time 15 
to achieve a relative volume of 5 times the initial volume (T5) in experimental groups 16 
compared with control group. The tumor volume inhibition percentage (TVI%) was 17 
calculated as: TVI% = 100 − (mean TV treated/mean TV control t (two sided) and ANOVA 18 
were used.  19 
 20 
Statistical method 21 
 Unless otherwise noted, data are reported as mean ± standard deviations. Statistical 22 
significance was determined using a Student t or ANOVA test and p values less than 0.05 23 
were considered significant.  24 
 25 
 9 
Results 1 
 2 
Combination of Cd and Cx induces a synergic inhibition of clonogenic survival of HPV 3 
positive cell lines  4 
 On HeLa cell lines, Cd alone at 1 and 5 ug/ml reduces cell survival by respectively 5 
95% and 85% (i.e. inhibition of 5% and 15% ); while Cx at 10 and 50 ug/ml resulted in cell 6 
survival rate of 94% and 80%  corresponding to an inhibition of 6% and 20%( Fig. 1A). 7 
Combination of both drugs at these low concentrations induced greater cell killing than 8 
expected suggesting a synergic effect: combination of Cd 1 ug/ml and Cx 10 ug/ml induced 9 
an inhibition of 40% instead of a theorically expected EBliss fractional inhibition at 10,7% 10 
(Fig. 1B). Similarly, in Me180 cell lines, combination of Cd 1 ug/ml and Cx 10 ug/ml result 11 
in an observed inhibition of 46% instead of an expected EBliss of 37% (Fig 1B). All these 12 
results are statiscally significant. Cd also decreases cell survival in a dose-dependent manner. 13 
On the opposite, HPV negative cell lines (A549 and H460), clonogenic curves showed 14 
additive but non synergistic activity between Cd and Cx according to Bliss model (Fig. 1C).  15 
 To evaluate contribution of E6/E7 oncoproteins in cell response to the drugs, similar 16 
treatments were carried out on HeLa cells in which E6, E7 and E6/E7 expression has been 17 
stably silenced by RNAi approach. These experiments doesn’t show any significant activity 18 
of the combination on HeLa KD E6 and E6/E7, while a mild additive effect is observed in 19 
HeLa KD E7 with Cd1-Cx50 and Cd5-Cx50 (Fig. 1D).  20 
 These results show that Cd and Cx decreased the clonogenic potential of HPV-positive 21 
cells in a synergistic manner, whereas the combination of two drugs seems not effective in 22 
cells lacking the expression of HPV oncoproteins. 23 
 24 
Synergistic effect of Cidofovir and Cetuximab on the ME180 HPV positive cancer xenografts 25 
 10 
in vivo 1 
 To confirm the potential of the combination of Cidofovir and Cetuximab, we 2 
investigated its antitumor effects in HeLa, Me180 and C33A xenografts (Fig. 2). In Me180 3 
xenografts, Cd or Cx given alone resulted at day 15 in a TVI of 22%, and 47 % respectively, 4 
and 52% with combination Cd-Cx. In HeLa, combination resulted in a TVI of 22.4 % at day 5 
15 with the combination versus 7% with Cd alone and no effect with Cetuximab. In C33A 6 
xenografts, no significant TVI or tumor growth delay could be observed either with 7 
Cidofovir, Cetuximab or both, with superposable curves. 8 
 Time to achieve a relative tumor volume of 5 times the initial tumor volume (T5) was 9 
38 days in the Me180 xenografts treated by the combination, versus 18 days for the control 10 
group, and 20 days for the Cidofovir and Cetuximab treated group. Therefore the tumor 11 
growth delay was 2 days with each compound alone, and 20 days in the combination in vivo, 12 
indicating a synergistic effect of the combination in vivo in Me180 xenografts. T5 was not 13 
significantly prolonged in the mice bearing HeLa xenografts. The tumor growth delay was 14 
significantly higher in Me180 xenografts in comparison to two other cell lines studied 15 
(p=0.03). 16 
 17 
 Cd and Cd-Cx combination triggers S phase arrest in HPV-positive cells 18 
 Analysis of cell cycle distribution was performed on HeLa and Me180 cells. Cd 19 
induced cell cycle arrests in S phase after 24 h of drug exposure (36% HeLa and 24% Me180) 20 
when compared to untreated cells ( 21% HeLa and 14% Me180), with an accompanying 21 
decrease in G1 phase (Fig. 3). By contrast, Cx did not alter the cell cycle distribution. Similar 22 
cell cycle patterns to that observed after Cd alone was seen in cells treated with both drugs, 23 
suggesting that the cell cycle effect can be mainly attributed to Cd. 24 
 Annexin V/ Iodure propidium staining demonstrated very low levels of apoptotic rates 25 
 11 
for both cell lines treated either by single drug or Cd-Cx.(< 7%) (data not shown). 1 
 2 
Combination of Cd and Cx induce high levels of phosphorylated H2AX, a surrogate marker of 3 
DNA double strand break 4 
 Expression of phosphorylated histone H2AX has been proven to be a surrogate marker 5 
of cell killing by drugs that create DNA double-strand breaks [21, 22]. In Me180 cell lines, p-6 
H2AX level was significantly higher after combination therapy in comparison to Cd or Cx 7 
alone (p<0.05). Cd 10 ug/ml increased by 6 fold the rate of p-H2AX positive cells compared 8 
to control and 1,6 fold with Cx at 50 ug/ml, versus 40 fold increase with the combined 9 
treatment (p<0.05). In HeLa cell, Cd Cx alone and combination increased p-H2AX level 10 
similarly (Fig. 4).  11 
 12 
Cd-Cx combination modulates the gene expression of HeLa cell lines  13 
 We attempt to identify the genes differentially expressed in untreated HeLa HPV 14 
positive cells versus cells treated by the combination of Cd 5 ug/ml and Cx 50 ug/ml, by a 15 
statistical analysis using treatment status as the supervising variable. Among the ~25,000 16 
genes spotted on the DNA microarray, 589, 220, and 413 expressed genes were differencially 17 
regulated in an highly statistically significant manner with a p value of <0.02 in Cd, Cx and 18 
combination Cd-Cx treated tumors versus non-treated tumors for (Table 1S, suppl. file). 19 
Named genes from the 10 top classifiers for treated cells with Cd-Cx by significance analysis 20 
of microarrays are presented in Table 1.  21 
 Treatment of Hela cells with the Cd-Cx combination induces gene expression of 9 22 
interferon-induced proteins (IFI): IFI-1, -2, -3, -5, -T16, -T27, -T44, -TH1, and -T2722 23 
(Table S1c), with increased fold changes of IFIT2, IFIT3 and IFI44 gene expression of 3.2, 24 
2.8, and 2.8 respectively. In addition, gene expression of chemokine (C-C motif) ligand 5 25 
 12 
(CCL-5) and early growth response 1 (EGR-1) were respectively increased (fold change: 2.8) 1 
and decreased (fold change: 2.9) with the combination setting.  2 
 We selected EGR-1 for RT-PCR confirmation. QRT-PCR confirmed that expression 3 
levels of EGR-1 gene decreased in treated HeLa and Me180 cell lines compared to control (-4 
54% and -25%, respectively; Fig. 5).  5 
  6 
Discussion  7 
 8 
 In this study, the combination of Cidofovir and Cetuximab exerts in vitro a synergic 9 
antiproliferative effect in HPV-positive cells (HeLa and Me180), and triggered a tumor 10 
response in vivo in Me180 xenografts whereas tumor volume inhibition in HeLa was much 11 
lower.  12 
 Interestingly, synergistic effect was abrogated in HeLa KDE6 and / or E7 cells 13 
suggesting that these oncoproteins could be involved in the underlying molecular mechanisms 14 
of Cd-Cx combination activity. Indeed, Cd is a nucleoside phosphonate analog that in its 15 
active diphosphorylated form is known to inhibit DNA polymerase. Intracellularly, 16 
nucleoside monophosphate kinase phosphorylates Hydroxy 2 Phosphonomethoxy Propyl 17 
Cytosine (HPMPC) to HPMPCp then to HPMPCpp by a pyruvate kinase in a rate-limiting 18 
reaction drug anabolism. HPMPCpp acts like an analog of 2'-deoxycytidine 5'-triphosphate 19 
(dCTP) and is incorporated into replicating DNA. However in HPV negative cells, anabolism 20 
of HPMPC is driven in a different way and the major anabolit is then HPMPCp-choline [23]. 21 
This could partially explain the “selective” activity of Cidofovir observed in HPV-22 
transformed cells over HPV-negative cells. 23 
 In vivo, significant tumor volume inhibition was also obtained with the combination 24 
Cd-Cx in HPV-positive Me180 xenografts in comparison with HPV-negative C33A 25 
 13 
xenografts. However, the combination triggered moderate additive effect HeLa xenografts 1 
and no growth delay was observed in HeLa cells treated with Cetuximab alone, suggesting a 2 
lower sensitivity of HeLa xenografts to Cetuximab. Iida et al recently characterized cervical 3 
cancer cell lines for level of EGFR expression. They reported that Me180, CaSki and 4 
SKGIIIb cells carried the 7p11.2 amplicon (that contain EGFR) and overexpress EGFR 5 
signalling, while low expressions were detected in HeLa cells [24]. Furthermore, as in our 6 
study, no differences were observed in subcutaneous xenograft tumor weights between the 7 
anti-EGFR agent group and control groups transplanted with Hela cells. Eiblmaier et al. also 8 
demonstrated that HeLa and C33A cells expressed also lower levels of EGFR than Me180 9 
cells by using 
64
Cu-DOTA-Cetuximab and PET-imaging in cervical cancer tumors [25]. We 10 
can thus make the assumption the differential tumor growth response observed between 11 
Me180, HeLa and C33A xenografts could to some extent be attributed to the differences in 12 
EGFR expression level. 13 
 As Cidofovir is a known as an analog of dCTP, we tested its ability to induce 14 
phosphorylated H2AX. Indeed, the expression of phosphorylated histone H2AX at sites of 15 
nucleoside-analogue-induced stalled replication forks has been proven to be a surrogate 16 
marker of cell killing by drugs that create DNA double-strand breaks [21, 22], providing a 17 
useful indicator of response to drugs acting as a nucleosidic analog [26]. Both Cidofovir in 18 
monotherapy and combination Cd-Cx induced high levels of p-H2AX in HeLa and Me180, 19 
confirming that these agents were able to induce double strand breaks. Cetuximab can also 20 
induce a cytoplasmic sequestration of DNA dependent protein kinase (DNA-PK) [27], a 21 
protein implicated in the non-homologous end joining (NHEJ) DNA repair pathway. These 22 
results are promising because they support a possible rationale to combine the Cd-Cx with 23 
irradiation. In fact, both cetuximab and cidofovir has yet demonstrated to have 24 
radiosensitizing properties [13, 14, 28] in squamous-cell carcinoma of cervix.  25 
 14 
 Other agents as tyrosine kinase inhibitor targeting EGFR exist. However, in the light 1 
of the evidence previously described above and because other data indicate that no mutations 2 
occur in the EGFR kinase domain (exon 18 to 21) in cervix carcinoma [29], the use of a 3 
monoclonal antibody as Cx may surpass anti-EGFR tyrosine kinase inhibitors for targeting 4 
EGFR. 5 
 Regarding the genomic analysis, gene expression of nine interferon-induced proteins 6 
was increased with both with Cd alone and the combination setting. In cervical cancer, 7 
decreased production of some specific classes of interferon was associated with high-risk-type 8 
HPV lesions suggesting an important role of interferon distribution patterns in the 9 
pathogenesis of HPV lesions [30]. Johnson et al. suggested a synergistic cooperation between 10 
interferon-alpha 2a and cidofovir in inhibiting the proliferation of HPV-infected cells [31]. As 11 
in several types of cancers, anti-angiogenic effects of interferons in tumor of the cervix are 12 
emerging [32]. Besides, we found that EGR1 gene expression was decreased in HeLa cells 13 
treated by the combination in the genomic and in the RT-PCR analysis. Inhibition of Egr-1 14 
expression has been shown to decrease microvascular endothelial cell replication and 15 
migration, VEGF expression, and tumor angiogenesis. EGR-1 was described to be highly 16 
expressed in cervical cancer tissues. Its regulatory role includes the transcriptional activation 17 
of human telomerase reverse transcriptase [33, 34] and alteration p53 activity. This can result 18 
in an autocrine activation of the EGFR cascade [24, 35, 36] able to increase VEGF expression 19 
in cervix tumor xenograft in vivo [16].   20 
 21 
Conclusion 22 
 23 
 Our study provides in vivo confirmation of the synergistic antitumor effect of Cd and 24 
Cx given concurrently in HPV positive tumors. The molecular mechanisms underlying the 25 
 15 
activity of Cd-Cx combination activity include the inhibition of oncoproteins E6/E7, and a 1 
potential p53/EGR1/EGFR/VEGF pathway. Furthers clinical trials based on Cx, Cd or their 2 
combination should rely on HPV-type and EGFR expression status in order to better select 3 
locally advanced or recurrent cervical carcinomas patients susceptible to benefit from these 4 
targeted therapies. 5 
 6 
Conflict of Interest Statement 7 
The authors declare that there are no conflicts of interest. 8 
 9 
References 10 
 11 
[1] Wallboomers JM et al. Human papillomavirus is a necessary cause of invasive cervical 12 
cancer worldwide. J Pathol 1999; 189: 12–19. 13 
[2] Zur Hausen H, de Villiers E.M. Human Papillomavirus. Annu Rev Microbiol 1994; 14 
48 :427-447. 15 
[3] Cheng S et al. Differentiation-dependent up-regulation of the human papillomavirus E7 16 
gene reactivates cellular DNA replication in suprabasal differentiated keratinocytes. Genes 17 
Dev 1995; 9: 2335–2349. 18 
[4] Scheffner M et al. The E6 oncoprotein encoded by human papillomavirus types 16 and 18 19 
promotes the degradation of p53. Cell 1990; 63: 1129–1136. 20 
[5] Dyson N et al. The human papilloma virus-16 E7 oncoprotein is able to bind to the 21 
retinoblastoma gene product. Science 1989; 243: 934–937. 22 
[6]  Peto M, Tolle-Erso I. et al. Epidermal growth factor induction of human papillomavirus 23 
type 16 E6/E7 mRNA in tumour cells involves two AP-1 binding sites in the viral enhancer. 24 
Journal of General Virology 1995; 76, 1945-1958. 25 
 16 
[7] Hu G, Liu W, Mendelsohn J et al. Expression of epidermal growth factor receptor and 1 
human papillomavirus E6/E7 proteins in cervical carcinoma cells. J Natl Cancer Inst 2 
1997 ;89 :1271-1276.  3 
[8] Sizemore N, Choo CK, Eckert RL. Transcriptional regulation of the EGF receptor 4 
promoter by HPV16 and retinoic acid in human ectocervical epithelial cells. Exp Cell Res. 5 
1998 ;244 :349-356.  6 
[9] Akerman GS, Tolleson WH. Human papillomavirus type 16 E6 and E7 cooperate to 7 
increase EGFR mRNA levels, overcoming mechanisms by which excessive EGFR signaling 8 
shortens the life span of human keratinocytes. Cancer Res. 2001; 61 :3837-3843.  9 
[10] Kim SH, Juhnn YS, Kang S, et al: Human papillomavirus 16 E5 up-regulates the 10 
expression of vascular endothelial growth factor through the activation of epidermal growth 11 
factor receptor, MEK/ ERK1,2 and PI3K/Akt. Cell Mol Life Sci 2006; 63:930-938. 12 
[11] Petit AM, Rak J, Hung MC, et al: Neutralizing antibodies against epidermal growth 13 
factor and ErbB-2/neu receptor tyrosine kinases down-regulate vascular endothelial growth 14 
factor production by tumor cells in vitro and in vivo: Angiogenic implications for signal 15 
transduction therapy of solid tumors. Am J Pathol 1997; 151:1523-1530.  16 
[12] Johnson JA, Gangemi JD: Selective inhibition of human papillomavirus-induced cell 17 
proliferation by (S)-1-[3-hydroxy-2-(phosphonylmethoxy)propyl]cytosine. Antimicrob 18 
Agents Chemother 1999; 43:1198-1205. 19 
[13] Abdulkarim B, Sabri S, Deutsch E, et al: Antiviral agent cidofovir restores p53 function 20 
and enhances the radiosensitivity in HPV-associated cancers. Oncogene 2002: 21:2334-2346. 21 
[14] Sirianni N, Wang J, Ferris RL: Antiviral activity of cidofovir on a naturally human 22 
papillomavirus-16 infected squamous cell carcinoma of the head and neck (SCCHN) cell line 23 
improves radiation sensitivity. Oral Oncol 2005; 41:423-428. 24 
[15] Amine A, Vozenin-Brotons MC, Abdulkarim B, et al: Cidofovir administered with 25 
 17 
radiation displays an antiangiogenic effect mediated by E6 inhibition and subsequent TP53-1 
dependent VEGF repression in HPV18+ cell lines. Radiat Res 166:600-610, 2006 2 
[16] Amine A, Rivera S, Opolon P, et al: Novel anti-metastatic action of cidofovir mediated 3 
by inhibition of E6/E7, CXCR4 and Rho/ROCK signaling in HPV tumor cells. PLoS One 4 
2009; 4:e5018. 5 
[17] Luwor RB, Lu Y , Li X, Mendelsohn J, Fan Z. The antiepidermal growth factor recptor 6 
monoclonal antibody cetuximab / C225 reduces hypoxia-inducible factor alpha, leading to 7 
transcriptional inhibition of vascular endothélial growth factor expression. Oncogene. 8 
2005 ;24 :4433-41.  9 
[18] Kurtz JE, Hardy-Bessard AC et al. Cetuximab, topotecan and cisplatin for the treatment 10 
of advanced cervical cancer: A phase II GINECO trial. Gynecol Oncol, 2009; 113: 1-3.  11 
[19] Bliss C.I. The calculation of the dosage moratlity curve. Annals of applied biology 1935; 12 
22:134-167.  13 
[20] Vitale I, Galluzzi L, Vivet S et al. Inhibition of Chk1 kills tetraploid tumor cells through 14 
a p53-dependent pathway. PLoS One 2007;2:1337.  15 
 [21] Rogakou EP, Pilch DR, Orr AH, et al. DNA double-stranded breaks induce histone 16 
H2AX phosphorylation on serine 139. J Biol Chem 1998;273:5858–68.Chan, D. W. et al. 17 
Genes Dev 2002; 16, 2333-2338. 18 
[22] Banath JP, Olive PL. Expression of phosphorylated histone H2AX as a surrogate of cell 19 
killing by drugs that create DNA double-strand breaks. Cancer Res 2003 ;63 :4347-50.  20 
[23] Johnson JA, Gangemi JD: Selective inhibition of human papillomavirus-induced cell 21 
proliferation by (S)-1-[3-hydroxy-2-(phosphonylmethoxy)propyl]cytosine. Antimicrob 22 
Agents Chemother 1999; 43:1198-1205. 23 
[24] Iida K, K Nakayama, MT Rahman et al. EGFR gene amplification is related to adverse 24 
clinical outcomes in cervical squamous cell carcinoma, making the EGFR pathway a novel 25 
 18 
therapeutic target. British Journal of Cancer 2011; 1-8.  1 
[25] Eblmaier M, Meyer L, Watson M. et al. Correlating EGFR expression with receptor-2 
binding propoerties and internalization of 
64
Cu-DOTA-Cetuximab in 5 cervical Cancer cell 3 
lines. The Journal of Nuclear Medicine 2008; 49 :1472-1478. 4 
[26] Ewald B, Sampath D, et al. H2AX phosphorylation marks gemcitabine-induced stalled 5 
replication forks and their collapse upon S-phase checkpoint abrogation. Molecular Cancer 6 
Therapeutics 2007; 4 : 1239-1248.  7 
[27] Bandyopadhyay D, Mandal M, Adamn L. Physical interaction between epidermal growth 8 
factor receptor and DNA-dependant protein kinase in mammalian cells. J Biol Chem 9 
1998 ;273 :1568-73.  10 
 [28] Farley J, Sill MW, Birrer M, Walker J, Schilder RJ, Thigpen JT, Coleman RL, Miller 11 
BE, Rose PG, Lankes HA. Phase II study of cisplatin plus cetuximab in advanced, recurrent, 12 
and previously treated cancers of the cervix and evaluation of epidermal growth factor 13 
receptor immunohistochemical expression: a Gynecologic Oncology Group study. Gynecol 14 
Oncol. 2011;121:303-8.  15 
[29] Bellone S, Frera G, Landolfi G, et al: Overexpression of epidermal growth factor type-1 16 
receptor (EGF-R1) in cervical cancer: Implications for cetuximab-mediated therapy in 17 
recurrent/metastatic disease. Gynecol Oncol 2007; 106:513-520. 18 
[30] Cintorino M, Tripodi SA, Romagnoli R, Ietta F, Ricci MG, Paulesu L. Interferons and 19 
their receptors in human papillomavirus lesions of the uterine cervix. Eur J Gynaecol Oncol. 20 
2002;23:145-50. 21 
[31] Johnson JA, Gangemi JD. Alpha interferon augments cidofovir's antiviral and 22 
antiproliferative activities. Antimicrob Agents Chemother. 2003;47:2022-6. 23 
[32] Sato E, Fujimoto J, Toyoki H, Sakaguchi H, Alam SM, Jahan I, Tamaya T. Expression of 24 
IP-10 related to angiogenesis in uterine cervical cancers. Br J Cancer 2007; 96:1735-9.  25 
 19 
[33] Akutagawa O, Nishi H, Kyo S, Terauchi F, Yamazawa K, Higuma C, Inoue M, Isaka K. 1 
Early growth response-1 mediates downregulation of telomerase in cervical cancer. 2 
Cancer Sci 2008;99:1401-6.  3 
[34] Nishi H, Nishi KH, Johnson AC. Early Growth Response-1 gene mediates up-4 
regulation of epidermal growth factor receptor expression during hypoxia. Cancer Res 2002 5 
;62:827-34. 6 
[35] Chinnaiyan P, Huang S, Vallabhaneni G et al. Mechanisms of enhanced radiation 7 
response following epidermal growth factor receptor signaling inhibition by erlotinib 8 
(Tarceva). Cancer Res 2005; 65:3328-35. 9 
[36] Sauer L, Gitenay D, Vo C, Baron VT. Mutant p53 initiates a feedback loop that involves 10 
Egr-1/EGF recpetor/ERK in prostate cancer cells. Oncogene 2010 ; 29: 2628-37.  11 
 12 
 13 
Legends 14 
 15 
Table 1: Named genes from the 10 top classifiers for treated cells with combination of Cd 16 
and Cx (c) by significance analysis of microarrays. 17 
 18 
 19 
Figure 1:  Cd (1,5,10 ug/ml) and Cx (10, 50 ug/ml) inhibit clonogenic survival in a dose-20 
dependent manner in all HPV positive cell lines, HeLa (A) and Me180 (B). Cd in 21 
combination with Cx synergistically affects the clonogenic survival of HeLa (A) and Me180 22 
cells (B). In non small cell lung cancer cell lines A549 and H460, as well as HeLa Knock-23 
down for E6, E7 or E6/E7, Cd-Cx combination showed additive but not synergistic activity 24 
(C, D). Cells were cultured in varying concentrations of cidofovir (1-30 ug/ml) added every 25 
 20 
48 h at day 1,3,5 and cetuximab (10-50 ug/ml) added at day 6 for 24h (D). The inhibition of 1 
cell growth was determined by clonogenic cell survival. The results are shown as the mean 2 
±SE of triplicate samples and are representative of 3 independent experiments. Results are 3 
expressed as ratio of surviving fraction relative to untreated cells. Statiscally significant 4 
results are marked with *.  5 
 6 
Figure 2: Combination of Cd and Cx induces a synergistic growth delay in Me180 xenograft 7 
tumors in vivo (Fig 2A). Nude mice harboring 2.10
6
 Me180 were treated with saline serum 8 
(lozenges), Cd (50 mg/kg, day 1 to 5, intraperitoneally, squares), Cx (1mg, day 1 and 4, 9 
intraperitoneally, triangles) or combination of Cd and Cx (crosses).  10 
Experiments were conducted twice for each cell lines (C33A, Me180, HeLa), with a follow-11 
up of 45 days,30 days and 64 days respectively for Me180, C33A  and HeLa xenografts. 12 
Data show the relative (a.u) and mean tumor volume expressed in relation to the starting 13 
tumor volume. Table 2B express the tumor volume inhibition (%) at day 15 in mice 14 
harbouring Me180, and HeLa xenografts. 15 
 16 
Figure 3: Effects of Cd, Cx and combination of Cd and Cx on cell cycle distribution in the 17 
Me180 and Hela cells. Cd and combination increased the intensity of S arrest with a 18 
concomitant decrease in G1-phase. Cell cycle analysis was performed by flow cytometry, in 19 
two separate experiments.  20 
 21 
Figure 4: Phosphorylation of histone H2AX at Ser139 (gamma-H2AX), was assayed to 22 
determine the mechanism of cell death. Cells were cultured in concentrations of cidofovir (5 23 
or 10ug/ml) added every 48 h at day 1,3,5 and cetuximab (50 ug/ml) added at day 6 for 24h, 24 
 21 
then harvested at day 7.  Cd, Cx and combination of Cd-Cx increase H2AX phosphorylation 1 
(flow cytometry assays), on HeLa and Me180 cell lines.  2 
 3 
Figure 5: Combination of Cd and Cx decreased level expression of EGR1 (RT-PCR) on 4 
HeLa (p=0,02) and Me 180 cell lines (p=0,8). 5 
 6 
Table 1S: Named genes for treated cells with Cd (a), Cx (b) and combination of Cd and Cx 7 
(c) by significance analysis of microarrays. 8 
 9 
 Table 1: Named genes from the 10 top classifiers for treated cells with combination of Cd and 
Cx (c) by significance analysis of microarrays. 
 
      
Significance Analysis of 
Microarrays Rank Symbol Gene Name Location Type(s) 
      
      
Genes with lower expression in Cd-Cx treated HeLa cell lines than in non-treated cell  lines   
1 -13.771 TEX14 testis expressed 14 
Plasma 
Membrane kinase 
2 -2.885 EGR1 early growth response 1 Nucleus 
transcription 
regulator 
3 -2.539 FTSJD2 
FtsJ methyltransferase domain 
containing 2 unknown other 
4 -2.478 FAM3B 
family with sequence similarity 3, 
member B 
Extracellular 
Space cytokine 
5 -2.422 MT-ND6 
NADH dehydrogenase, subunit 6 
(complex I) Cytoplasm enzyme 
6 -2.390 MT-ND5 
NADH dehydrogenase, subunit 5 
(complex I) Cytoplasm enzyme 
7 -2.351 MT-ND3 
NADH dehydrogenase, subunit 3 
(complex I) Cytoplasm enzyme 
8 -2.315 MT-COI cytochrome c oxidase subunit I Cytoplasm enzyme 
9 -2.228 TLE1 
transducin-like enhancer of split 1 
(E(sp1) homolog, Drosophila) Nucleus 
transcription 
regulator 
10 -2.207 FTSJD2 
FtsJ methyltransferase domain 
containing 2 unknown other 
      
Genes with higher expression in treated tumors than in non-treated tumors   
1 3.276 NFASC neurofascin 
Plasma 
Membrane other 
2 3.174 IFIT2 
interferon-induced protein with 
tetratricopeptide repeats 2 unknown other 
3 3.144 
APOL3 (includes 
EG:80833) apolipoprotein L, 3 Cytoplasm transporter 
4 2.887 GBP3 guanylate binding protein 3 Cytoplasm enzyme 
5 2.804 AQP5 aquaporin 5 
Plasma 
Membrane transporter 
6 2.788 IFI44 interferon-induced protein 44 Cytoplasm other 
4. Table
7 2.771 CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5 
Extracellular 
Space cytokine 
8 2.753 IFIT3 
interferon-induced protein with 
tetratricopeptide repeats 3 Cytoplasm other 
9 2.520 OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like unknown enzyme 
10 2.412 HRASLS2 HRAS-like suppressor 2 unknown other 
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Fig 1:  Cd (1,5,10 ug/ml) and Cx (10, 50 ug/ml) inhibit clonogenic survival in a dose-dependent 
manner in all HPV positive cell lines, HeLa (A) and Me180 (B). Cd in combination with Cx 
synergistically affects the clonogenic survival of HeLa (A) and Me180 cells (B). In non small cell 
lung cancer cell lines A549 and H460, as well as HeLa Knock-down for E6, E7 or E6/E7, Cd-Cx 
combination showed additive but not synergistic activity (C,D). Cells were cultured in varying 
concentrations of cidofovir (1-30 ug/ml) added every 48 h at day 1,3,5 and cetuximab (10-50 
ug/ml) added at day 6 for 24h (D). The inhibition of cell growth was determined by clonogenic 
cell survival. The results are shown as the mean ±SE of triplicate samples and are representative 
of 3 independent experiments. Results are expressed as ratio of surviving fraction relative to 
Day 1            Day 3                Day 5   Day 6 
Cd                   Cd                   Cd        Cx 
untreated cells. Statiscally significant results are marked with *.  
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Figure 2 : Combination of Cd and Cx induces a synergistic growth delay in Me180 xenograft 
tumors in vivo (Fig 2A). Nude mice harboring 2.10
6
 Me180 were treated with saline serum 
(lozenges), Cd (50 mg/kg, day 1 to 5, intraperitoneally, squares), Cx (1mg, day 1 and 4, 
intraperitoneally, triangles) or combination of Cd and Cx (crosses).  
Experiments were conducted twice for each cell lines (C33A, Me180, HeLa), with a follow-up 
of 45 days,30 days and 64 days respectively for Me180, C33A  and HeLa xenografts. 
Data show the relative (a.u) and mean tumor volume expressed in relation to the starting 
tumor volume. Table 2B express the tumor volume inhibition (%) at day 15 in mice 
harbouring Me180, and HeLa xenografts. 
 
 Me180 HeLa C33A 
Cidofovir 22% 7% 2% 
Cetuximab 47% 0% 2% 
Cidofovir-Cetux. 52% 22,4% 6% 
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Fig 3: Effects of Cd, Cx and combination of Cd and Cx on cell cycle distribution in the 
Me180 and Hela cells. Cd and combination increased the intensity of S arrest with a 
concomitant decrease in G1-phase. Cell cycle analysis was performed by flow cytometry, in 
two separate experiments.  
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Fig 4: Phosphorylation of histone H2AX at Ser139 (gamma-H2AX), was assayed to determine the 
mechanism of cell death. Cells were cultured in concentrations of cidofovir (5 or 10ug/ml) added 
every 48 h at day 1,3,5 and cetuximab (50 ug/ml) added at day 6 for 24h, then harvested at day 7.  Cd, 
Cx and combination of Cd-Cx increase H2AX phosphorylation (flow cytometry assays), on HeLa and 
Me180 cell lines.  
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Figure 5. 
 
Fig 5: Combination of Cd and Cx decreased level expression of EGR1 (RT-PCR) on HeLa 
(p=0,02) and Me 180 cell lines (p=0,8). 
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Cancer is a complex process characterized by the 6 Weinberg’s parameters to which was 
recently added a seventh: the microenvironment (Mantovani A, Nature, 2009). Cells not only 
constantly modify their microenvironment but conversely the microenvironment influences cellular 
behavior (Wang & al., Science, 1993).
The observation that type 1 Plasminogen Activator Inhibitor (PAI1) is overexpressed in cancer 
cells and in particular that it’s found around the most invasive tumors (Duffy MJ & Duggan C, Clin 
Biochem, 2004) prompted us to examine the influence of PAI1 on the cancer cell invasive behavior.  
Previously, we have considered PAI1 in its matrix form and have shown that it plays a role in 
cell adhesion forming a molecular interaction with the [uPA:uPAR] complex and in cell migration 
regulating the dynamics of the internalization of the [LRP:PAI1:uPA:uPAR] complex (Nykjaer & al., 
EMBO J, 1997; Chazaud & al., Am J Pathol, 2002). Recently, we showed that immobilized PAI1 
favors a particular phenotype: the amoeboid morphology. This type of morphology is characteristic of 
a mode of locomotion which has been defined for cancer cells, as “the” mode of metastatic escape 
(Friedl P & Wolf K, Nat Rev Cancer, 2003; Wolf K & al, J Cell Biol, 2003).
In this study, we have characterized the morphological changes of an invasive cancer cell line 
population seeded on a PAI1-enriched environment; our data show specific cytoskeletal reorganization 
and have implications for specific signal transduction pathways. 
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Cancer is a complex process characterized by the six Weinberg’s hallmarks (self sufficiency in growth
signals, insensitivity to anti-growth signals, evading apoptosis, limitless replicative potential, sustained
angiogenesis, tissue invasion and metastasis) to which was recently added a seventh: the microenvironment
(Mantovani A, Nature, 2009). Cells not only constantly modify their microenvironment but conversely the
microenvironment influences cellular behavior (Wang N & Ingber D, Biophysical Journal, 1993).
The observation that type 1 Plasminogen Activator Inhibitor (PAI1) is overexpressed in cancer cells and, in
particular, that it is found around the most invasive tumors (Duffy MJ & Duggan C, Clin Biochem, 2004) prompted us
to examine the influence of PAI1 on cancer cell invasive behavior.
Previously, we have considered matrix-bound PAI1 and have shown that it plays a role in cell adhesion and migration through the
formation of a tripartite molecular interaction with the [uPA:uPAR] complex and by regulating the dynamics of the internalization of the
ABSTRACT
BLEBBING FAVORED BY PAI1 COULD BE INVOLVED
IN METASTATIC ESCAPE ?
[LRP:PAI1:uPA:uPAR] complex (Nykjaer & al, EMBO J, 1997; Chazaud & al, Am J Pathol, 2002).
The amoeboid morphology is characteristic of a mode of locomotion which has been defined for cancer cells, as “the” mode of metastatic
escape (Friedl P & Wolf K, Nat Rev Cancer, 2003; Wolf K & al, J Cell Biol, 2003). In this study, we have characterized the morphological
changes of an invasive cancer cell line population seeded on different microenvironments. Our data show that matrix PAI1 could be involved in
the mesenchymal-amoeboid transition in particular in the acquisition of the adapted morphology and activation of the appropriate signal
transduction pathway.
MORPHOLOGICAL EVOLUTION OF CANCER CELLS ON COLLAGEN OR
PAI1 MICROENVIRONMENT
F i dl d W lf h d ib d th bl bbi h l i t d ithr e an o ave escr e e e ng morp o ogy as assoc a e w
migration (Friedl P & Wolf K, Nat Rev Cancer, 2003; Wolf K & al, J Cell Biol, 2003);
therefore they have used cells treated with a inhibitor cocktail. We have reproduced
the experiments using the same conditions and we have also seen: (A) integrins
are declusterized, (B) MT1-MMP is internalized, (C) the RhoA/ROCK pathway is
activated and (D) the Myosin light chain is phosphorylated.
C ll i i hil f t d ith it ti f t lik l f
B C
PAI1 allows seeded invasive cancer cells to react as migratory blebbing cells
obtained after treatment with an inhibitor cocktail.
e s n suspens on, w e con ron e w a s ua on o s ress e oss o
adhesion, adopt a particular amoeboid morphology that stops when cell adhesion
takes place. The compared microenvironments influence cell behaviour: collagen is
favorable to a rapid spreading (mesenchymal phenotype) while PAI1 favors a
sustained blebbing (amoeboid phenotype > 50% 19 hours after seeding) (A , B).
Examples of the three morphologies (rounded, blebbing and spindle shape)
are shown with immunostaining of actin and β-tubulin. Blebs are spherical
membrane protrusions produced by contraction of the actomyosin cortex (C).
Could this blebbing be associated with apoptosis ?
LEBBING BUT NOT APOPTOSIS ONCLUSION
In this study, we have characterized the morphological changes of an invasive
cancer cell line population seeded on a PAI1-enriched microenvironment: our data
show specific cytoskeletal reorganization, integrin declusterization, MT1-MMP
internalization, non apoptotic features as MLC phosphorylation, absence of caspase
3 cleavage and activation of RhoA-ROCK pathway.
Blebs observed on cultured cells on PAI1 display similarities with apoptotic blebs
(A). But they don’t hit the apoptotic requirements : no DNA fragmentation, no activation
of caspase 3 (B), no decrease of cell number in culture, when compared with collagen
(C), mitosis (D) and reversibility.
Our data support studies on cancer cells migration strategies (Friedl P & Wolf K,
Nat Rev Cancer 2003; Friedl P & Wolf K Br J Dermatol 2006) as well as studies on, , ,
migration involving matrix proteolysis: « Many embryonic cells use blebb-based
migration during development and some cancer cells use blebbing motility as an
escape migration mechanism in response to trastments that block matrix proteolysis »
(Charras G & Paluch E, Nat Rev Mol Cell Bio, 2008).
Last but not least, matrix PAI1 is the first microenvironmental molecule able to
reach the required conditions for metastatic escape; it could thus influence the
mesenchymal to amaeboid transition.
